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Uber den Mechanismus der Hauptatmung 
des Taubenbrustmuskels.*) 


Von 


B. Giézsy und A. Szent-Gyérgyi. 


(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie, Universitat Szeged, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Januar 1934.) 





Versuche, die von einem von uns vor etwa 10 Jahren (1925) 
ausgefiihrt waren, zeigten, daB an der aeroben Oxydation der 
Milchsiure ein Koferment beteiligt ist, dem die Rolle eines 
Wasserstofftransporteurs zwischen Dehydrierung und Sauerstoff- 
aktivierung zugeschrieben werden muf. Die spateren Versuche 
unseres Laboratoriums fiihrten dann zur teilweisen I[solierung 
und Identifizierung eines Koferments der Milchsiureoxydation. 


Dieses Koferment — ein Nucleotid (méglicherweise identisch mit 
v. Eulers Cozymase) — aktiviert jedoch die Dehydrase, und nicht 


den Wasserstofftransport. Waren also die obigen Beobachtungen 
richtig, so muBte aufer diesem Koferment, der Milchsiure- 
Kodehydrase, an der Milchsiureoxydation als Wasserstofftrans- 
porteur auch noch ein anderer kofermentartiger Stoff beteiligt 
sein. Die Aufklirung dieser Frage schien um so wichtiger, weil 
die ausgedehnten Arbeiten dieses Laboratoriums zeigten, dai die 
Hauptatmung des zerkleinerten Muskels grundsiitzlich ebenso ver- 
lauft wie die Oxydation der Milchsiure. 


Methodisches. 


Die Atmungsversuche wurden am Taubenbrustmuskel durchgefiihrt. 
Der Muskel wurde dem soeben getéteten Tiere entnommen, einige Minuten 
auf Eis gekiihlt, sodann an der Latapie-Hackmaschine zerkleinert. Die 
Scheibe, die hinter der Siebplatte den zerschnittenen Muskel noch weiter 
zermahit, wurde aus der Maschine herausgenommen, um einer zu weit- 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, New York, 
unterstiitzt. 
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gehenden Zerkleinerung vorzubeugen. Der Muskelbrei bestand also aus 
kleinen Stiickchen, die die Sieblécher von 1,5 mm passierten. 

Der zerkleinerte Muskel wurde in der 20fachen Menge eisgekiihlten 
Wassers suspendiert, 10 Minuten lang geriihrt, an einem Tuch filtriert, 
ausgepreBt, dann nochmals in gleicher Weise ,,gewaschen“, ausgepreBt und 
im Eisschrank von 0°C aufbewahrt. Zum Versuch wurden von diesem 
Muskelbrei je 10g abgewogen und in 30 ccm 2,65/15 Mol. Phosphat von 
PH 7 suspendiert. Fiir jeden Versuch wurde hiervon 1,5 ccm mit einer 
Pipette entnommen, dann mit Wasser oder sonstigen Zusiitzen auf 4 ccm 
aufgefiillt, so daB die Endkonzentration des Phosphats M/15 wurde. 

Der ,,ungewaschene Muskel‘‘ wurde gleich nach dem Mahlen iy 
Phosphat suspendiert und sogleich zum Respirationsversuch herangezogen. 

Die aeroben Versuche geschahen im modifizierten Bar croft- Apparat’), 
der im Wasserbade von 37°C versenkt und geschiittelt wurde. Die 
Apparate wurden nach 10 Minuten Incubation geschlossen. Ablesungen 
wurden alle 10 Minuten vorgenommen. Die anaeroben Versuche mit Me- 
thylenblau wurden in der modifizierten Thunbergréhre angestellt.) Wo nichts 
anderes hervorgehoben, wurde 1 ccm Methylenblau in der Verdiinnung yon 
1:5000 zum Versuch verwendet. 

Extrakte wurden aus Schweineherz hergestellt. Das Herz wurde 
méglichst bald nach dem Tode entnommen, auf Eis gekiihlt, gemahlen 
und sogleich verarbeitet. 

Milchsiure wurde stets in Form von racem. Lithiumlactat in einer 
Endkonzentration von 0,1 Mol. verwendet. 


Nachpriifung alterer Versuche. 


Der gewaschene Muskel vermag weder Sauerstoff aufzunehmen, 
noch Methylenblau zu entfarben. Nach Zugabe von Milchsiiure 
bleiben beide Versuche negativ, oder es wird nur sehr wenig 
Sauerstoff aufgenommen und Methylenblau auBerst langsam ent- 
farbt. Nach Zugabe von 0,5 mg Kodehydrase (die an und fir 
sich dem Muskel zugesetzt weder die Entfairbung, noch die 
Sauerstoffaufnahme wesentlich beférdert) zeigt der Muskel in 
Gegenwart von Milchsdéure eine energische Dehydrierung. Der 
Farbstoff wird in 3—5 Minuten entfirbt, Nach dieser kurzen 
Entfirbungszeit geurteilt erwartet man, daB der Muskel im 
aeroben Versuch eine ansehnliche Sauerstoffaufnahme zeige. Die 
Sauerstoffaufnahme jedoch bleibt Null oder erreicht nur ganz 
niedrige Werte. Nur ausnahmsweise erhailt man eine miibige 
Sauerstoffaufnahme, die auf ein ungeniigendes Waschen des Muskels 
hindeutet. 

Da der gewaschene Muskel Bernsteinsiure wie auch p-Phe- 
nylendiamin energisch oxydiert, sein Sauerstoffaktivierungsferment 
(,,Atmungsferment“) also nicht gestirt ist, kann geschlossen werden, 
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daB zu dieser Oxydation noch weitere Stoffe nétig sind, die 
beim Waschen entfernt wurden, 

Diese SchluBfolgerung muBte natiirlich auch durch den 
direkten Beweis bekraftigt werden*). Es zeigte sich nun, daB 
durch verschiedene Extrakte die Sauerstoffaufnahme, d. h. die 
aerobe Oxydation der Milchsiure, wieder in Gang gesetzt werden 
kann. Derartige rohe Extrakte enthalten stets auch Kodehydrase, 
so daB dieser Stoff nicht zugefiigt werden muB. Hierdurch ist 
also die obige SchluBfolgerung auch direkt bewiesen, und sind 
die ilteren Ergebnisse bestitigt. Als Beispiel seien folgende 
Versuche angefihrt. 

Versuch 1. Zum gemahlenen Herzmuskel wird Aceton zugesetzt. 
Auf je 1 g Muskel 1 cem Aceton. Es wird durchgemengt, dann ausgepreBt, 
der Saft filtriert, das Aceton in Vacuo entfernt. Gewaschener Tauben- 
brustmuskel wird im Respirometer mit 1 ccm Extrakt bzw. 1 ccm Extrakt 


plus Milchséure versetzt. Sauerstoffaufnahme in 30 Minuten ohne Milch- 
siiure 44emm, mit Milchsiure 284 cmm. 


Versuch 2. Der Herzmuskelbrei wird mit 0,5 °/, Trichloressigsiéure- 
lésung versetzt (1 ccm pro Gramm Muskel) und auf 65° C erwiirmt, abge- 
kiihlt, filtriert, neutralisiert. Weiter wie oben. Sauerstoffaufnahme ohne 
Milchsiiure 86, mit Milchsiiure 208 cmm. 


Versuch 3. Wie 2. Muskel mit Trichloressigsiure nur auf 55° er- 
wirmt. Sauerstoffaufnahme 132 bzw. 424 cmm. 


Versuch 4. Ein wie in Versuch 1 mit Aceton behandelter Muskel 
wird mit Wasser extrahiert. 1 cem Wasser pro Gramm Muskel. Sauerstoff- 
aufnahme 12 bzw. 232 emm. 


Allgemeines tiber das Koferment und Succinat. 


Es konnte also angenommen werden, daf an der Milchsiiure- 
oxydation bzw. an der Hauptatmung aufer der Kodehydrase 
auch noch ein anderes Koferment beteiligt sei. Die nichste 
Frage war nun die nach der chemischen Natur dieser Substanz. 
Bei einer solchen Analyse stehen zwei Wege offen. Man kann 
die Koferment enthaltenden Extrakte fraktionieren, die aktive 
Komponente isolieren und identifizieren. Man kann aber auch 


*) Logischerweise hitte das System durch Methylenblau reaktiviert 
werden miissen. Man hitte erwartet, Methylenblau wiirde durch die De- 
hydrase reduziert, wiirde sich in Gegenwart von O, spontan reoxydieren 
und somit die Verbindung mit dem Sauerstoff herstellen. Es konnte jedoch 
gezeigt werden, daB das Methylenblau in Gegenwart von Milchsiure und 
O, die Dehydrase inaktiviert. Ohne O, oder Milchsiure ist der Farbstoff 
fiir das Ferment unschiidlich. 


1* 
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versuchen, die bekannten Bestandteile der Extrakte auf ihr 
Aktivitit und mégliche Kofermentnatur zu prifen. In vorliegen. 


der Arbeit wird tiber solche Versuche mit Bernsteinsiure be. 


richtet. 

Die Anwesenheit von Succinat, Fumarat und Apfelsiiure jy 
Geweben wurde bereits von Kinbeck und spiter von Moyle 
nachgewiesen. Sollte die Bernsteinsiure nur einen Brennstoi 
darstellen, so ist ihre Anwesenheit im Muskel in der gefundenen 
Menge schwer zu begreifen. Wie wir nimlich seit Thunbergs, 
Batteli und Sterns Untersuchungen wissen, enthilt der Mus. 
kel, sowie auch alle anderen Gewebe ein iuBerst aktives Ferment, 
Succinoxydon genannt, das Bernsteinsiure mit einer ungeheurer 
Geschwindigkeit (wie Kinbeck zeigte, zu Fumarsiure) zu oxy- 
dieren vermag. In vivo miissen also Bernsteinsiiure und das 
Succinoxydon nebeneinander bestehen, ohne aufeinander einzu- 
wirken, oder aber miissen jederzeit gewaltige Mengen Bernstein- 
siiure verbrannt werden, was sehr unwahrscheinlich ist. 


Die Existenz dieses Bernsteinsiureoxydons war bis jetzt un- | 


begreiflich. Wahrend alle oder sicherlich die meisten Brennstofie 
der Hauptatmung an einem Dehydrierungssystem verbrannt wer- 
den, das recht labil ist und eines Dehydrierungskofermentes le- 
darf, ist zur Oxydation der Bernsteinsiiure allein ein ganz be- 
sonderes System da, das kein Koferment nétig hat und sich 
durch seine hohe Resistenz verschiedenen physikalischen und 
chemischen Eingriffen gegeniiber auszeichnet. Es ist kaum denk- 
bar, daB dieses System nur zufallsweise Bernsteinsiure oxydiert. 
Schon die Kinetik der Bernsteinsiureoxydation spricht dagegen, 
da die Geschwindigkeit der Oxydation der Bernsteinsiiure von 


der Konzentration des Substrates unabhingig ist, und die Oxy- | 


dation schon bei minimaler Siuremenge mit maximaler Sauer- 
stoffaufnahme verliuft. Dies deutet darauf hin, daB das Enzym 
spezifisch zur Oxydation der Bernsteinsiure gebaut ist. 

Es mag befremdend wirken, einer so einfachen Substanz wie 
der Bernsteinsiure eine katalytische Tatigkeit zuzuschreiben. Es 


mag aber darauf hingewiesen werden, daB einerseits F. Knoop | 


bei ahnlich einfach gebauten Substanzen ihnliche katalytische 
Funktionen gefunden hat, da8 aber andererseits trotz der einfachen 
Struktur Bernsteinsiure aus atomphysikalischen bzw. chemischen 
Griinden —- wie dies eingehend von Quastel erértert wurde — 
eine ganz einzig dastehende Substanz darstellt. Sie allein hat 
2 benachbarte C-Atome, die beide zugleich a- und #-C-Atome 
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ind. Dieser Umstand verleiht dem Molekiil Eigenschaften, die 
es fiir eine derartige katalytische Aktivitiit in einzig dastehender 


Weise geeignet macht. 

Der Gegenstand vorliegender Arbeit ist also die Frage, ob 
dem Succinat die Bedeutung eines Katalysators zukommt. Seine 
Rolle wire die eines Wasserstofftransporteurs, eingeschaltet 
zwischen Dehydrasen, bzw. Nihrstoffe einerseits und Sauerstoft 
andererseits. Durch die Succinoxydase wiirde das Succinat oxy- 
diert, dann durch den Wasserstoff der dehydrierten Nahrungsstoffe 
reduziert. Das Succinoxydon selber wiirde in diesem Falle die 
positive Halfte des Systems der Hauptatmung darstellen. 


Atmungshemmung durch Malonat. 


Nach den ausgedehnten Arbeiten Quastels und seiner Mit- 
arbeiter iiber Succinoxydation besitzen wir in der Malonsaure 
ein spezifisches Mittel zur Hemmung der Bernsteinsiiureoxydation. 
Fir die Adsorption der Bernsteinsiiure an ihrer Dehydrase ist 


nach Quastel und Wooldridge die Gruppierung —C-CH,-COOH- 


_mafgebend. Die Malonsiiure, die der Bernsteinsiure am niich- 


_ sten verwandte Dicarbonsiure, enthalt diese mafgebende Atom- 
Gruppierung auf das theoretisch kleinste Molekiil doppelt. In 


 Bestiitigung von Quastels Versuchen fanden wir, daB die Malon- 


_siure die Oxydation der Bernsteinsiure durch den gewaschenen 


Muskel sehr weitgehend spezifisch zu hemmen vermag. Diese 


_Hemmung beruht auf der Hemmung der Dehydrase. Auf die 


Sauerstoffaktivierung, wie durch p-Phenylendiaminoxydation ge- 


_ zeigt werden kann, hat die Malonsiure keinen Hinflu8. Auch 


kénnen wir bestitigen, daB die Hemmung der Bernsteinsdure- 
oxydation durch Malonsiiure durchaus spezifisch ist. Die De- 
hydrierung (Methylenblauentfairbung) des ungewaschenen Muskels, 
oder die Dehydrierung von Milchsiure oder Fructosediphosphat 
wird durch Malonsiure*) nicht gehemmt. 


*) Unseres Erachtens kann aber die starke spezifische Hemmung der 
Bernsteinsiiureoxydation durch Malonat nicht einfach auf die Anwesenheit 
der C-CH,-COOH Gruppierung zuriickgefiihrt werden. Sicher spielt bei 
der Hemmung auch die groBe Ahnlichkeit im Bau des gesamten Molekiils 
eine bedeutende Rolle, ist doch Malonsiure das nichste niedere Homologe 
der Bernsteinsiure. Wiirde die Anwesenheit der obigen Gruppierung allein 
maBgebend sein, so wiirde man auch durch die hdéheren Homologe eine 
ihnliche Hemmung erwarten. Bei Glutarsiiure ist jedoch die Hemmung 
bereits sehr schwach. Bei den héheren Gliedern wie Adipinsiure, Pi- 
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Spielt also Bernsteinsiiure im Oxydationsmechanismus aj 


Wasserstofftransporteur eine bedeutende Rolle, so muB auch di 
Atmung durch Malonsiure stark gehemmt werden. 

Die Versuche zeigen, dai die Sauerstoffaufnahme des Mus. 
kels durch Malonsiure sehr weitgehend gehemmt wird. Scho 
durch ganz geringe Konzentrationen, wie 3/,,, Mol. kann ein: 
sehr weitgehende Atmungshemmung erreicht werden, so dal 
Malonsaéure trotz ihrer einfachen Struktur den bekannten stiirk. 
sten Atmungsgiften an die Seite gestellt werden kann, die es un 
auch gestatten, die Atmung an einer neuen Stelle zu vergiften. 

Die Hemmung der Atmung des Muskels und der Bernstein. 
siureoxydation laufen, wie aus der Tabelle ersichtlich, durchau 
parallel. Da, wie in unseren friiheren Studien gezeigt (vgl. Bangs 





et al.), ein geringer Teil der Atmung im zerkleinerten Muske | 


stets durch Nebenreaktionen bedingt wird, wird man natiirlich 


erwarten, daB die Hemmung der Normalatmung gegeniiber Ber. | 


steinsiureoxydation etwas zuriickbleibt. 











Mol. konzentrierter Malonsiure | */, a. ‘Nes Meo t *leoe | tle 








°/, Atmungshemmung, un- 





gewaschener Muskel 86 84 80 16 66 66 

0/ 
/, Atmungshemmung, ge- ; ~ | 
waschener Muskel, Bernstein- 90 88 16 64 




















siure. 1/4, 


Die Hemmung der Atmung beruht auf einer spezifischen 
Adsorptionsverdringung. Werden die Prozente Hemmungen und die 
zugehérigen Konzentrationen der Malonsiure in ein Koordinaten- 
system eingetragen, so erbilt man eine fiir Adsorptionsvorgiinge 
charakteristische logarithmische Kurve. Das Ausmaf der Hen- 
mung der Bernsteinsiureoxydation durch Malonsiiure hiangt auch 
von der Konzentration der Bernsteinsiure ab. So gab z. B. 1 mg 
Malonsiure in Gegenwart von 5 mg Succinat eine Hemmung von 





malinsiiure, Korksiure und Azelainsiiure ist eine schwache unspezifische | 


Hemmung aller Dehydrierungsprozesse zu beobachten. 

Auch scheint es nicht ganz ausreichend, neben der Dehydrase vom 
Typus der Bernsteinsiuredehydrase allgemein nur noch eine Dehydrase 
vom Typus der Milchsiure mit der Gruppe CO-COH* oder COH-COH*(H* 
bedeutet mobilen H) zu unterscheiden. In unseren Versuchen hemmt Tar- 
tronsiure die Methylenblauentfirbung am ungewaschenen Muskel in 
hohem MaBe, ohne jedoch die Milchsiure- oder Fructose-Phosphat-De- 
hydrierung zu hemmen. 
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76°/,, in Gegenwart von 45 mg Succinat eine Hemmung von 39°/, 
(gewaschener Muskel, Sauerstoffaufnahme). 

Natiirlich kénnte eingewendet werden, daB die Hemmung 
der Atmung durch Malonsiure nicht notwendigerweise auf der 
Hemmung einer katalytischen Funktion beruhe, sondern daB 
Malonsiiure einfach die Dehydrierung der Brennstoffe — sei es 


' Bernsteinsiiure oder andere Stoffe desselben Typus — verhindere. 
DaB dies aber nicht zutrifft, kann in einfacher Weise gezeigt 
werden, wenn ungewaschener Muskel auf seine Dehyrierung, d. h. 


Methylenblauentfarbung untersucht wird. Malonsiiure vermag nicht 
die Methylenblauentfirbung zu verziégern, so daB geschlossen 
werden kann, daB Stoffe, die durch Malonat gehemmt werden, 


als Brennstoffe bzw. Wasserstoffdonatoren keine wesentliche Rolle 


spielen kénnen. Alle anderen, der Malonsiure iihnlich einfach 


- gebauten Atmungsgifte, wie Oxalat, Glyoxalat, Tartronat, Mes- 


oxalat, die die Sauerstoffaufnahme des zerkleinerten Muskels 


_ stark verziégern, hemmen auch die Methylenblauventfirbung in 
_ gleichem MaBe. 


Atmungssteigerung durch Succinat und Fumarat. 


Der in Phosphorlésung suspendierte, zerkleinerte Muskel 
stellt ein Atmungssystem dar, in dem alle Glieder noch anwesend, 
in dem aber leicht diffusible Stoffe, wie die Bernsteinsiure, weit- 
gehend verdiinnt sind. Werden diese durch ihre Verdiinnung 
zum limitierenden Faktor der Atmung, so muB durch ihre Zu- 
gabe die Atmung gesteigert werden. 

Wird nun 1 ccm 0,1 Mol. Bernsteinsiure dem System zu- 
gesetzt, so zeigt sich gleich zu Beginn des Versuches eine erhéhte 
Sauerstoffaufnahme, die man der Oxydation der Bernsteinsiure 
zu Fumarsiure zuschreiben kénnte. In 20—30 Minuten ist be- 
reits um so viel mehr Sauerstoff aufgenommen, als es der Oxy- 
dation der zugesetzten Bernsteinsiure zu Fumarsiiure entspricht. 
Der Mehrverbrauch macht hier aber keinen Halt. Wahrend sich 
aber die Kurve des Sauerstoffverbrauches beim Muskel ohne 
Succinat bald abzuflachen beginnt, geht die erhéhte Atmung des 
Muskels mit Bernsteinsiiure ungehindert weiter, so daB dieser 
Muskel bald um 100—600°/, mehr Sauerstoff verbraucht als die 
Kontrolle. 

In gleicher Weise verhilt sich der Muskel, wenn an Stelle 
der Bernsteinsiiure Fumarsiure zugesetzt wird. 
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Obwohl der gewaschene Muskel Bernsteinsiure nur zu Fumar. 
siure zu oxydieren vermag, kénnte doch daran gedacht werden, 
daB der ungewaschene Muskel befiihigt ist, die Saure vollstiindig 
abzubauen, und der erhdéhte Sanorstoffverbrauch nach Zufiigung 
dieser Substans nicht durch ihre katalytische Wirkung, sondern 
einfach durch ihre vollstiindige Oxydation bedingt sei. Zur 
Oxydation der Bernsteinsiure zu Fumarsiéure sind bloB zwei, 
zur Oxydation zu CO, und H,O 16 Aquivalente nétig. 


Um diese Frage zu entscheiden, wurde in einer Versuchs- 
reihe der Muskelsuspension (diesmal in 1/, Mol. Phosphat) je 
1 com Mol. 4/14, 2/09 "/4o) 2/9 Fumarsdiure zugesetzt. Als Kon- 
trolle diente Muskel mit 1 ccm Wasser. Nach Schlu8B der 
Respirometer wurde die Sauerstoffaufnahme 90 Minuten lang 
verfolgt. Die spontane Sauerstoffaufnahme wurde durch die 
Fumarsiure auf das 3-, 2,6-, 2,5- und 1,8-fache gesteigert. Sollte 
die Zunahme des Sauerstoffverbrauches durch die irreversible 
vollstiindige Oxydation der Fumarsiiure erklirt werden, s0 
muBte im ersten Ansatz '/,, im zweiten 1/,, im dritten und 
vierten die gesamte Fumarsiiure zu CO, und H,O oxydiert sein, 
DaB dies jedoch nicht der Fall war, zeigte die chemische Ana- 
lyse. Nach EnteiweiBung der Fliissigkeiten mit Trichloressig- 
siure wurde die gesamte zugesetzte Fumarsiure wiedergefunden, 
und zwar zu %/, als Apfelsiure, zu 3/, als Fumarsiure, da 
bekanntlich Fumarsiiure durch den Muskel zu */, zu Apfelsiiure 
hydriert wird. 

Die Apfelsiure wurde polarimetrisch in Gegenwart von Uranylacetat 
bestimmt. Die Fumarsiiure wurde durch Titration mit KMnO, ermittelt. 
Die Titration gibt nur Naherungswerte. 1 Mol. Fumarsiure verbraucht 
4 Agquivalente; der weitere Verbrauch verliiuft langsam. Diese beginnende 
Verlangsamung kann als Endpunkt genommen werden. Natiirlich wurde die 


Korrektur fiir den Verbrauch des Kontrollversuches ohne Fumarsiiure 
beriicksichtigt. 


Diese Befunde stehen in guter Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen Clutterbucks, der auch kein Verschwinden der 
Fumarsiure findet und darauf seine auch von uns benutzte Be- 
stimmungsmethode griindet. 


Hiermit ist also gezeigt, daf die Zunahme des Sauerstofl- 
verbrauches bei Zusatz von Fumarsiure rein katalytischer Natur 
ist, wobei die Bernstein- bzw. Fumarsiaure die Rolle des Kata- 
lysators spielt. 














Uber den Mechanismus der Hauptatmung des Taubenbrustmuskels. 






Atmungshemmung durch Maleinsaure. 




































“ts Einen weiteren Beweis fiir die Bedeutung des Succinats, 
i und zugleich ein weiteres schénes Beispiel spezifischer Atmungs- 
sn hemmung durch Adsorptionsverdriingung bildet die, durch Thun- 
ha berg entdeckte hemmende Wirkung der Maleinsiure. Ebenso 
aa wie die Malonsiiure vermag auch die Maleinsiure die Atmung 
schon in sehr geringer Konzentration sehr weitgehend zu hemmen. 
Beide Siuren hemmen die Atmung in gleichem MaBe. Bei 
- beiden Stoffen scheint diese hohe Aktivitét mit dem einfachen 
Je chemischen Bau in Widerspruch zu stehen. Thunberg selbst 
u- — stand ganz erstaunt dieser Aktivitit gegentiber, die ihm um so 
al unverstiindlicher schien, da doch Maleinsiiure auch selber als 
8 Wasserstoffdonator wirkte. 
" Die Analyse am ungewaschenen Muskel gibt iiber den Me- 
. chanismus der Hemmung keinen Aufschlu8. Die Dehydrierungs- 
“ prozesse (d. h. Entfirbung von Methylenblau) werden durch Ma- 


leinat nicht gehemmt. Auch hat Maleinat keinen EinfluB auf die 
Sauerstofiaktivierung. Der gewaschene Muskel gibt auch keine 
Erklirung. Weder die Dehydrierung (Methylenblauentfirbung) 
von Lactat noch die von Hexosediphosphat oder Succinat wird 
durch Maleinat gehemmt. 

Die katalytische Funktion des Systems Bernsteinsiure (fu- 
marsiure) gibt ebenso wie fiir Malonat auch fiir Maleinat eine 
befriedigende Erklirung. Wiahrend Malonat der Bernsteinsiiure 
} am nichsten verwandt ist, steht Maleinat der Fumarsiiure am 
niichsten. Es kann also erwartet werden, da an der Ferment- 
oberfliche Maleinat mit Fumarat in Konkurrenz treten und die 
Atmung entsprechend hemmen wird, wenn Fumarat bei dieser eine 
bedeutende Rolle spielt. Dementsprechend wird auch die atmungs- 
steigernde Wirkung von Fumarat (1 ccm 0,1 Mol.) durch die 
gleiche Menge Maleinat ginzlich ausgeschaltet *). 


Zusammenfassung. 


An dem AtmungsprozeB des zerkleinerten Taubenbrustmus- 
kels ist auBer der Kodehydrase auch ein anderer koferment- 
| artiger Stoff beteiligt. 





*) Malonsiure vermag die Atmungssteigerung durch Fumarat nicht 
zu hemmen. 
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Die Atmung des genannten Gewebes kann durch Malonat 
und Maleinat weitgehend gehemmt, durch Succinat oder Fumarat 
weitgehend gesteigert werden, ohne daB dabei das zugesetzte 
Succinat bzw. Fumarat verbraucht wird. Beide Beobachtungen 
sprechen zugunsten der Annahme, daB Succinat bei der Atmung 
als Katalysator des Wasserstofftransports beteiligt ist. 
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Uber proteolytische Enzyme. 
Von 
Max Bergmann und Leonidas Zervas. 


(Aus dem Kaiser Wilhelni-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1934.) 


Ill. Mitteilung: Uber Wirkungsweise und Spezifitit von Dipeptidase ’). 
Von 
Max Bergmann und Leonidas Zervas. 


Die eingehende Erforschung des spezifischen Wirkungsbereiches 
proteolytischer Enzyme interessiert nicht nur um ihrer selbst 
willen. Wir hoffen vielmehr aus dem Studium der Spezifitiits- 
erscheinungen Genaueres zu erfahren iiber die strukturellen Voraus- 
setzungen und den Ablauf der Fermentwirkung. Andererseits 
sollen uns die proteolytischen Fermente, sobald wir erst iiber ihre 
Wirkungsbedingungen unterrichtet sind, als analytische Reagentien 
fir die Erforschung der einzelnen EiweiBstoffe dienen. 

Erste Voraussetzung fiir Untersuchungen iiber die Spezifitit 
von Enzymen ist die Méglichkeit, mit Fermenten von einheitlicher 
Wirkung zu arbeiten. Wir verdanken sie bei den proteolytischen 
Enzymen den Anreicherungs- und Trennungsmethoden Richard 
Willstaitters und seiner Schule. Zweite Voraussetzung ist die 
Moglichkeit, jedem Ferment eine gréfere Anzahl sorgfiltig ab- 
gestimmter Substrate zur Verfiigung zu stellen, die erkennen lassen, 
welche chemischen Gruppen des Substrates die Fermentarbeit er- . 
méglichen oder verhindern, begiinstigen oder hemmen. 

Wir wollen in dieser Mitteilung von jenem Ferment sprechen, 
das die Hydrolyse von Dipeptiden besorgt, von der Dipeptidase. 
Sie ist bekanntlich zuerst von W.Grassmann aus der Hefe und 
von KE. Waldschmidt-Leitz aus Darmschleimhaut abgetrennt 
worden. Alle bisherigen Erfahrungen sprachen dafiir, da8 Dipepti- 





') 2. Mitteilung, Ber. chem. Ges. 65, 1747 (1932); 1. Mitteilung, Diese 
Z. 212, 72 (1932). 
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dase héhere Peptide nicht zu spalten vermag, daB sie vielmehy 
spezifisch auf die Hydrolyse von Dipeptiden eingestellt ist. Man 
nahm an, daB sie auBer der Peptidgruppe an den unmittelbar 
benachbarten Kohlenstoffatomen einerseits eine freie Aminogruppe, 
andererseits ein freies Carboxyl nicht entbehren kann. 

Die Ansicht, daB Dipeptidase speziell auf die Hydrolyse von 
Dipeptiden natiirlicher Aminosiuren eingestellt ist, hatte allerdings 
bisher nur einen unsicheren Geltungsbereich zu beanspruchen, 
weil man dem Ferment nur ein recht einseitiges Peptidmaterial 
als Substrat zur Verfiigung stellen konnte. Andererseits waren 
eine ganze Anzahl von Dipeptiden beschrieben worden, die als 
Ausnahme von der Regel durch Dipeptidase nicht gespalten wurden, 

Mit Hilfe unseres Carbobenzoxyverfahrens haben wir eine 
ganze Reihe komplizierterer, bisher nicht erhiltlicher Dipeptide 
synthetisiert und auBerdem eine Anzahl Dipeptide, deren Synthese 
nach den bisherigen Methoden zu nicht einwandfreien Produkten 
gefiihrt hatte — beides in der Absicht, den Wirkungsbereich der 
Dipeptidase schirfer abzugrenzen. Es sind darunter ausgesprochen 
saure mit einem Uberschu8 yon Carboxylen, wie 1-Glutaminyl- 
l-glutaminsdure’) mit ihren 3 Carboxylen, betont basische wie 
1-Lysyl-glycin, 1-Lysyl-l-histidin oder das Glycyl-l-arginin mit seiner 
Guanidinogruppe, weiter die stark polar gebauten 1-Lysyl-l-glutamin- 
siure und |-Lysyl-l-asparaginsiiure und schlieBlich die Phenole 
l-T'yrosyl-l-tyrosin und 1-Tyrosyl-l-asparaginsiure. Aber so ein- 
greifend sich alle diese Dipeptide auch von dem grundsitzlichen 
Typus, wie er im Glycyl-glycin vorliegt, unterscheiden, sie hindern 
das Ferment nicht an seiner hydrolytischen Wirkung auf die 
Peptidbindung. Lediglich bei der Lysyl-glutaminsiiure und der 
Lysyl-asparaginsiure ist die enzymatische Hydrolyse stark ver- 
langsamt. Man kann also heute mit erhéhter Berechtigung den 
Satz aussprechen: Jedes Dipeptid, das aus den e@-Amino- 
siuren der natirlichen Proteine aufgebaut ist und das 
eine normale Peptidbindung enthilt und an den unmittel- 
bar benachbarten Kohlenstoffatomen einerseits ein freies 
Carboxyl und andererseits eine freie Aminogruppe trigt, 
wird von Dipeptidase gespalten. Dieser Satz findet seine 
nihere Erliuterung durch die drei folgenden Tatsachen: 





) Nachdem die natiirlichen, optisch aktiven Aminosiiuren als Glieder 
einer einzigen stereochemischen Familie, der l-Reihe, erwiesen sind, be- 
zeichnen wir sie kiinftig, unabhingig von ihrem Drehungssinn, als 1-Amino- 
sduren. 
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1. Es mu8B Peptidwasserstoff vorhanden sein, d. h. 
der Stickstoff der Peptidbindung muB ein Wasserstoffatom tragen, 
wenn Dipeptidase die Peptidbindung spalten soll. Glycyl-sarko- 
sin (I), Glycyl-l-prolin (II) und 1-Alanyl-l-prolin werden von Di- 
peptidase nicht gespalten ’). 

CH, _ /CH,—CH, 
I CH,-CO—N-CH, Il —_ 


| | Y 
NH, COOH NH; a 


2. Alle Dipeptide natiirlicher Aminosiuren tragen am 
v-Kohlenstoffatom und am e’-Kohlenstoffatom je min- 
destens ein Wasserstoffatom. Diese beiden Wasserstotiatome 
sind notwendig, wenn Dipeptidase spalten soll oder wenigstens 
mit beachtlicher Geschwindigkeit spalten soll. Das Ferment ver- 
langt also im Substrat die Gruppe 


o’-Wasserstoff a-Wasserstoff 


Y Y 
—CH - CO—NH - CH— 


NH, boon 
Zum Beispiel wird Glycyl-l-phenylalanin (III) von Dipepti- 
dase leicht angegriffen; dagegen wird Glycyl-dehydrophenylala- 
nin (IV), dem das «-Wasserstoffatom fehlt, von dem Ferment 
gar nicht veriindert ”). 





II CH,-CO—NH-CH-CH,-C,H, IV CH,-CO—NH-C=CH-C,H, 
| | | | 
NH, COOH NH, COOH 


Weiter haben P. A. Levene, Steiger und Brass‘) gezeigt, 
dais Glycyl-d,l-phenylmethyl-aminoessigsiure und Glycyl-c-amino- 
isobuttersiiure, also Dipeptide mit tertiiirem a-Kohlenstoffatom, 
von Erepsin nicht gespalten werden. Dasselbe Ergebnis wurde 
von Levene’) fir ,,Glycyl-dextro-isovalin* und von uns‘) fiir 
Glycyl-d,l-isovalin festgestellt. SchlieBlich haben wir auch noch- 
mals Glycyl-e-aminoisobuttersiure und auferdem die entsprechende 
|-Alanin-Verbindung und Aminoisobutyryl-glycin untersucht. Wir 
fanden, daB diese Peptide, friiheren Beobachtungen von E. Ab- 
derhalden und W. Zeisset‘) entsprechend, zwar von einem 


') Prolin-Peptidbindungen, analog II, kommen in Gelatine vor, vgl. 
M. Bergmann, L. Zervas u. H. Schleich, Ber. chem. Ges. 63, 1747 (1932). 
*) M. Bergmann u. H. Schleich, Diese Z. 205, 65 (1932). 
*) J. of biol. Chem. 81, 221 (1929) und $2, 155 (1929). 
*) Unver6ffentlicht. 
°) Fermentforsch. 13, 310 (19382). 
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rohen Extrakt aus Darmschleimhaut deutlich, z. T. sogar kraftig 
gespalten werden; dagegen wurden sie von einem Trockenpripara 
von Hefen- dipeptidase, das wir der Freundlichkeit von Hern 
Priv.-Doz. Dr. W. Grassmann-Minchen verdanken, unter dey 


iiblichen Versuchsbedingungen nur mit auBerordentlich geringer, | 


gerade noch feststellbarer Geschwindigkeit gespalten'). Es sei vorerst 
dahingestellt, ob dieser geringe Effekt iiberhaupt auf das Konto der 
Dipeptidase zu setzen oder einem hartnickig anhaftenden Begleit. 
enzym zuzuschreiben ist. Wenn also in einem Dipeptid der 
a- oder a’-Wasserstoff fehlt, so spaltet Dipeptidase entweder gar 
nicht oder mit duBerst geringer Geschwindigkeit. 

Die Notwendigkeit des a- und «’-Wasserstoffes kann nicht 


etwa damit erklart werden, daB diese Wasserstoffatome enolisierend. | 


Umlagerungen zum benachbarten Carbonyl hin eingehen. Derartige 
Vorgiinge kénnen auch nicht in bescheidenem AusmaBe unter. | 
Jaufen; denn anderenfalls mite die Spaltung durch Dipeptidase 
mit einer mehr oder weniger weitgehenden Racemisation der 
optisch aktiven Peptidkomponenten verbunden sein. 


3. Das «-Kohlenstoffatom und das e-Kohlenstoft- 
atom mitssen eine ganz bestimmte Konfiguration auf- 


weisen; denn es ist bekannt, daB Dipeptidase nur solche Di- | 


peptide ‘spaltet, die susschlicBlich die natiirlichen Komponenten 
der optisch aktiven Aminosiuren, nicht aber ihre Antipoden ent- 
halten*), Nun bilden alle diese natiirlichen Komponenten nach 
den Untersuchungen von Emil Fischer, P.Karrer, K.Freuden- 
berg und P,A.Levene eine stereochemische Familie von ana- 
logem réiumlichem Bau. Alle Dipeptide, die von Dipeptidase 
leicht gespalten werden, haben also am a- und am a’-Kohlen- 
stoffatom je ein Wasserstoffatom in ganz bestimmter riumlicher 
Anordnung. 

Um alle die mitgeteilten Erfahrungen und Tatsachen mit- 
einander in Verbindung zu bringen und unter einem einheitlichen 
Gesichtspunkt zu verstehen, greifen wir auf unsere unter Punkt | 
mitgeteilte Feststellung zuriick, daB Dipeptidase nur bei Gegen- 
wart von Peptidwasserstoff im Substrat wirksam wird. Wir er- 
klaren die Notwendigkeit des Peptidwasserstoffes durch die An- 


') Vgl. FuBnote 4 auf S. 13. 

*) Die Angabe von E.Waldschmidt-Leitz, W. Klein u. A.Schiff- 
ner (Ber. chem. Ges. 61, 2092 (1928)], daB unser d-Phenylalanyl-l-arginin 
von Dipeptidase gespalten wird, konnten wir nicht bestitigen. 
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‘nahme, daB die Hydrolyse durch Dipeptidase eingeleitet wird 
Jaureh eine Umlagerung der Peptidbindung aus ihrer Amidform 
in die Imidform: 


. a2 - 
— 

ba bu 

Amidform Imidform 


Wir sprechen also die Imidform ais das eigentliche Substrat 
‘der Dipeptidase an. Dabei haben wir aber zu bedenken, daf 
die Lehren der Stereochemie fiir die Imidform 2 ieanlieba An- 
ordnungen méglich erscheinen lassen, niimlich V und VI’). 


Vv. HO—C—CHR’.NH, VI. NH,.CHR’—C—OH 


| 
N—CHR.COOH N—CHR.COOH 


Anordnung V bietet (im Gegensatz zu VI) der Carboxyl- und 
der Aminograppe die Méglichkeit, sich einander weitgehend zu 
nihern. Anordnung V mu& also diejenige sein, die von Dipepti- 
dase gespalten wird; denn da das Ferment sich gleichzeitig mit 
der Amino- und der Carboxylgruppe verbindet, muB es beide so 
‘vorfinden, daB sie in riumliche Nahe gobracht werden kénnen. 
Bei den meisten und speziell den einfacheren Dipeptiden wird 
‘die gegenseitige Anziehung des Carboxyls und der Aminogruppe 
sowieso zur bevorzugten Ausbildung der Anordnung V fiihren, 


sobald einmal die Imidform gebildet wird. 


Formel V kann noch dadurch weiter vervollstindigt werden, 
daB man die optische Aktivitait der beteiligten Aminosiuren be- 
riicksichtigt. Da die natiirlichen Aminosiuren, wie bereits erwihnt, 


alle der 1-Familie angehéren, geht Formel V in Va’) iiber. 


AL Nib HOOC 
So 


Formel Va 14Bt ohne weiteres erkennen: Wenn durch die 
Verbindung des Dipeptides mit Dipeptidase die Aminogruppe 








_und das Carboxyl in eine bestimmte riiumliche Lage zueinander 
_ gebracht sind, so wird damit zugleich fiir das «- und das «’-Wasser- 
_ Stoffatom eine gewisse Einstellung zum Gesamtmolekiil vorgeschrieben ; 


‘) Diese beiden Formen brauchen ohne die Verbindung mit dem 
Enzym durchaus nicht bestindig zu sein. 
*) In Formel Va sind die durch Fettdruck hervorgehobenen Valenz- 


_ linien vor der Papierebene zu denken, die Valenzlinien in gewéhnlichem 


Druck dagegen hinter der Papierebene. 
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sie legen namlich beide auf der gleichen Seite der ,,Ebene“, di 
das Dipeptidmolekil in seiner Verbindung mit Dipeptidase bildet 
Diese einseitige Anordnung hingt offenbar damit zusammen, da} 
das Ferment, um gleichzeitig auf Aminogruppe, Carboxyl un 
Peptidbindung zu wirken, einseitig an das flache Peptidmoleki 
herantritt und daB bei dieser seitlichen Anniherung die Ap. 
wesenheit der beiden «-Wasserstoffatome auf der dem Enzyy 
zugewandten Seite notwendig ist. Wir lassen es vorerst dahin. 
gestellt, ob die beiden Wasserstoffatome lediglich durch ihre ¢:. 
ringe Raumbeanspruchung wirken oder ob sie auch aktiv mi 
dem Enzym in Verbindung treten. 

Die Notwendigkeit der beiden «-Wasserstoflatome in vor. 
geschriebener riumlicher Anordnung ist die gemeinsame Ursach: 
fiir zwei stérende Einfliisse auf die Dipeptidase-Wirkung: Wem 
im Dipeptid der Antipode einer natiirlichen Aminosiure vorhande: 


ist oder aber wenn eine tertiire Aminosiure vorhanden ist, si | 


fehlt eines der beiden a«-Wasserstoffatome an den in Formel Va 
wiedergegebenen Molekiilstellen und das Enzym ist an seiner Ver. 
bindung mit dem Substrat verhindert. 

Die Asymmetrie der beteiligten Aminosiuren hat also nicht 
den Sinn, daB Dipeptidase aus irgendwelchen, uns heute noch 
unbegreiflichen Griinden die Asymmetrie als solche bendtigt, 
sondern sie ist eine Folge davon, daf Dipeptidase an den beiden 
a-Kohlenstoffatomen je ein Wasserstoffatom bendétigt, und zwar in 
einer ganz bestimmten raiumlichen Lage. Die Beispiele der zal- 
reichen glycinhaltigen Dipeptide, die von Dipeptidase gespalten 
werden, und speziell das des Glycyl-glycins, bestiitigen uns, dai 
Dipeptidase ihre Arbeit auch verrichten kann, ohne dab die ent- 
scheidenden Stellen des Substrates asymmetrisch sind; es geniigt, 
wenn an den entscheidenden Stellen Wasserstoffatome vorhanden 
sind. Andererseits lehrt die Unspaltbarkeit des Glycyl-isovalins, 
da8B Asymmetrie am «-Kohlenstoffatom die Wirksamkeit der )i- 
peptidase nicht herbeifiihren kann, wenn an diesem Kohlenstoii- 
atom der Wasserstoff fehlt. 


Man versteht nun, warum das Substrat der Dipeptidase woll | 


asymmetrisch gebaut sein kann, aber nicht in allen Fillen so 
gebaut sein muB. Wenn es aber asymmetrisch gebaut ist, s0 
spaltet Dipeptidase nur ein Isomeres, versagt aber z. B. beim 
Antipoden. Fiir das Verstiindnis dieser riumlich auswihlenden 
Spezifitat, die bei vielen Enzymen anzutreffen ist, hat Emil 
Fischer seinerzeit die allgemeingehaltene Vorstellung entwickelt, 
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| daB derartigen Enzymen selbst ein asymmetrischer Bau zukommt. 
Wenn wir diese Erklirung fiir den Fall der Dipeptidase etwas 
eingehender gestalten wollen, greifen wir zweckmaBig auf die 


bekannte Anschauung R. Willstatters zuriick, daB Enzym und 


Substrat eine Art Molekiilverbindung bilden. Diese Molekiil- 
‘yerbindung haben wir uns bei der Dipeptidase so vorzustellen, 
‘daB im Enzym mehrere chemisch differente Atomgruppen vor- 
-handen sind, und zwar in solcher Zahl, Beschaffenheit und An- 
ordnung, daB sie mit dem Carboxyl, der Aminogruppe und der 
Peptidbindung des Substrats (und vielleicht auch mit je einem 
_a- und e’-Wasserstoff) in Verbindung treten kénnen. Kine Viel- 


zahl differenter Haftstellen im Enzym lift sich nun im Enzym 


nicht symmetrisch unterbringen, da sie nicht im ,,Aequator“ des 
-Enzymmolekiils untergebracht sein kénnen, und ihre asymme- 
trische Fixierung im Enzym fiihrt zu ganz bestimmten riumlichen 


Anspriichen an die Haftstellen des Substrats. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


danken wir ganz ergebenst fiir die Gewihrung von Mitteln zur 
- Durchfiihrung dieser Untersuchung. 





Uber Dipeptide mit vorwiegend sauren Eigenschaften 
und ihr fermentatives Verhalten. 
Von 
Max Bergmann, Leonidas Zervas, Leo Salzmann und Hans Schleich. 


Vor einiger Zeit) haben wir ein l-Asparagyl-l-tyrosin syn- 


_ thetisiert, und zwar nach einem Verfahren, das zu einem «-As- 
_ paragyl-peptid (I) hatte fiihren sollen. Unser synthetisches Produkt 
_ wurde aber von keinem der bekannten proteolytischen Enzyme 
_ hydrolysiert. Dieser Befund schien uns so merkwiirdig und im 
' Hinblick auf die Spezifitit der Peptidasen so wichtig, daB wir in 


Aussicht stellten, die Struktur unseres Peptids einer ausfiihrlichen 


_ Priifung zu unterziehen. Diese Priifung haben wir nunmehr 
ausgefiihrt; wir haben nimlich nach einem Verfahren, das 


*) Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XIV. 
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einwandfrei zu #-Asparagyl-peptiden fihrt, ein Derivat de 
8,1-Asparagyl-l-tyrosins aufgebaut und gefunden, daB es mit dey 
analogen Derivat unseres eingangs erwihnten, friiher syntheti. 
sierten Dipeptids identisch war. Unser friiheres Peptid ist also 
ein #,1-Asparagyl-l-tyrosin (fa). Damit wird seine fehlende Spalt. 
barkeit durch Fermente und besonders durch Dipeptidase ver. 
stindlich. Andererseits wird damit gezeigt, daB Dipeptidase nicht 
wirkt, wenn die freie Aminogruppe nicht in @-Stellung sitzt. 
Carbobenzoxy-l-asparaginsiiure-« -benzylester-f-chlorid}) (I/) 
wurde mit 1-Tyrosin-ithylester gekuppelt zu III und nach de 
Verseifung zu IV mittels methylalkoholischer Salzsiure oder 
Diazomethan in den Dimethylester V ibergefiihrt; dieser Ester 
hat sich als identisch erwiesen mit dem Dimethylester, der au; 


dem frither*) beschriebenen Carbobenzoxy-l-asparagyl-l-tyrosin | 


unter denselben Bedingungen erhiltlich ist. 


I OH-C,H,-CH,-CH- COOH 
| 
HOOC st CH, gs CH(NH.,) r CO - NH 
la OH.-C,H,-CH,-CH-COOH 


| 
HOOC- CH(NH,):CH,-CO-NH 
Il Cl-CO-CH,-CH(NH-Cbzo)-CO-O CH,-C,H, 

Ill HO-C,H,-CH,-CH-COO ©,H, 

| 

NH-CO-CH, -CH(NH-Cbzo)-COO CH, -C,H, 

IV HO-C,H,-CH,-CH-COOH 

| 


NH-CO-CH,-CH(NH-Cbzo)- COOH 
V HO.O,H,: Na CH, 
NH-CO-CH,-CH(NH-Cbzo)-COO CH, 
Cbzo = 0,H,-CH,-0-CO. 
Ein zweites Dipeptid von besonderem fermentchemischem 
Verhalten ist das ,J-Glutaminyl-l-tyrosin“, das E. Abderhalden 


und E. Schwab, ausgehend von der Pyrrolidoncarbonsaure, her- 
gestellt haben*), Wir muSten es in den Kreis unserer Unter- 


suchungen einbeziehen, weil es nach der Natur seiner Bausteine | 


dem eben besprochenen Asparagyl-tyrosin nahe steht. Es zeigt 
nach den Angaben der genannten Forscher die Eigenschaft, dab 





1) Ber. chem. Ges. 66, 1288 (1933). 2) Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932). 

8) Fermentforschg. 9, 500 (1928). Die Verfasser benennen das Pri- 
parat nach dem bisherigen Nomenklaturprinzip naturgema8 ,,d-Glutaminy!- 
]-tyrosin“. 














es auBer von Dipeptidase (Erepsin) auch von Trypsin gespalten 
- wird. Sein enzymatisches Verhalten schien demnach ein un- 
gewohnliches. 
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Fiir die Synthese des 1-Glutaminyl-l-tyrosins sind wir von 


- unserem Carbobenzoxy-l-glutaminsiiure-anhydrid !) (VI) ausgegangen, 
_ haben es mit 1-Tyrosinester zu VII gekuppelt, dann verseift zu 
_ VIII und schlieBlich katalytisch hydriert zum gesuchten freien 
' |-Glutaminyl-l-tyrosin LX. Das Dipeptid war sehr gut krystalli- 


siert und damit zweifellos verschieden von dem Priiparat von 
Abderhalden und Schwab. Das fermentchemische Verhalten 


_ war normal (vgl. unten). Das Ergebnis zeigt erneut die Vorziige 


unseres Carbobenzoxy-Verfahrens. 


VI CO-CH,-CH,-CH (NH: Cbzo) -CO-0 
| 

VII H0-OC-CH,-CH,-CH(NH-Cbzo):CO-NH-CH(CO0.(C,H,)-CH,+C,H,-OH 

VIII HOOC-CH,-CH,-CH(NH-Cbzo)-CO-NH-CH(COOH)-CH,-C,H,- OH 

IX HOOC-CH,-CH,-CH(NH,):CO-NH-CH(COOH)-CH,-C,H,-OH 


Kin drittes Dipeptid des Schrifttums von anormalem enzy- 





_ matischem Verhalten ist das ,,Tyrosyl-tyrosin* von Emil Fischer 
und W. Schrauth?), dessen Natur allerdings schon von Fischer 


selbst als unsicher bezeichnet worden ist. Sein Priparat war 
nicht krystallisiert. Wir haben ausgehend von O-Acetyl-N-carbo- 
benzoxy-l-tyrosin (X) eine einwandfreie Synthese des 1-T'yrosyl- 
l-tyrosins zum Zweck seiner fermentchemischen Untersuchung 
ausgefiihrt. Der Gang der Synthese ist aus den Formeln X bis 
XIV zu ersehen. 

X. CH,CO-0-C,H,-CH,-CH(NH-Cbzo): COOH 

XI. CH,CO-0-C,H,-CH,-CH(NH-Cbzo)-CO-Cl 

XII. CH,CO-0-C,H,-CH,-CH(NH: Cbzo)-CO-NH 

-CH(COO C,H,)-CH,-C,H,-OH 

XIII. HO-C,H,-CH,-CH(NH-C bzo)-CO-NH- CH(COOH)-CH,-C,H,-OH 
XIV. HO-O,H,-CH,-CH(NH,)-CO-NH-CH(COOH)-CH,-C,H,-OH. 


l-Tyrosyl-l-tyrosin (XIV) krystallisiert ausgezeichnet in farb- 
losen Tafelchen und lést sich, im Gegensatz zu seinem Baustein 
Tyrosin, leicht in kaltem Wasser. Uber sein Fermentverhalten 
berichten wir etwas weiter unten im Zusammenhang mit dem 
Verhalten der anderen bisher besprochenen neuen Dipeptide. 








1) Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932). 
*) Liebigs Ann. 354, 21 (1907). E. Abderhalden u. E. Schwab, 
Fermentforschung 10, 305 (1929). 


9Q* 
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Tabelle 1. 
Spaltungen mit Trypsin. 
(Erliuterungen hierzu vgl. 8S. 26). 
Millimol Zeit | Zu- %. 
Substrat in Po | in | wachs]|Spal-| Bemerkunge: 
5 eem Stdn.jin ecm] tung 
d,l-Leucyl-glycin. . . . . 0,60 7,8 | 4 0 0 
d,1-Leucyl-glyeyl-glycin 0,50 7,0 | 3 0 0 
Chloracetyl-l-tyrosin . . . | 0,25 7,8 | 24/, | 1,05 52 |+- Tyrosin- 
abscheidung 
1-Glutaminyl-l-tyrosin. . . | 0,25 7,5 | 6 0 0 
Cbzo-1-Glutaminyl-l-tyrosin | 0,25 7,4] 1%.) — |>30 [++ Tyrosin- 
abscheidung 
l-Asparaginyl-l-tyrosin . . | 0,25 7,4 | 34/, 0 0 
1-Tyrosyl-l-tyrosin . . . . | 0,25 7,4 1 4 0,25 12 
Cbzo-l-Tyrosyl-l-tyrosin. . | 0,25 7,471 >30 [++ Tyrosin- | 
abscheidung | 
1-Tyrosyl-l-asparaginsiure. | 0,25*) | 7,4 | 2 0 0 |*) Mikroansaty, | 
desgl. - | 0,25*) | 7,4 7 5 0 0 | auf Makroansit 
desgl. 0,25*) | 7,4 | 6 0 0 | umgerechnet 





Spaltungen mit rohem Extrakt aus Darmschleimhaut. 





























Millimol 
Substrat in 
5 ccm 
Chloracetyl-l-tyrosin . . . 0,25 
d,l-Leucyl-glycin. . ... 0,60 
d,1-Leucyl-glycyl-glycin 0,50 
1-Glutaminyl-l-tyrosin. . . | 0,125 
desgl. . 0,125 
desgl. 0,125 
1-Tyrosyl-l-tyrosin . . . . | 0,25 
1-Tyrosyl-l-asparaginsiure. | 0,25 
1-Tyrosyl-l-asparaginsiure. | 0,25*) 
desgl. 0,25*) 
6-1-Asparaginy]-l-tyrosin 0,25 
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Zum Vergleich mit vorstehenden Dipeptiden haben wir auch 
noch die 1-Tyrosyl-l-asparaginsiiure (XV), ausgehend von Ver- 
pindung XI, analog wie das 1-Tyrosyl-l-tyrosin aufgebaut. Auch 
dieses Peptid verhalt sich gegen proteolytische Fermente normal 
(vgl. Tab. 1). 

XV. HO-C,H,-CH,-CH(NH,):CO-NH-CH(COOH)-CH,-COOH. 


Spaltungen mit Aminopolypeptidase. 

Die Aminopolypeptidase wurde wie iiblich aus Darmschleim- 
haut bereitet, indem die Dipeptidase bei p,, 4,0 durch Adsorption 
an Hisenhydroxyd entfernt wurde’). Unter den 8.26 mitgeteilten 
Versuchsbedingungen spalteten 2,0 ccm der Aminopolypeptidase- 
lésung 0,50 Millimol d,l-Leucyl-glycyl-glycin in 160 Minuten zu 
60°/,. Unter den gleichen Bedingungen wurden 1-Glutaminyl-l- 
tyrosin in 3 Stunden und 1-Tyrosyl-l-asparaginsiure in 5 Stunden 
auch nicht spurenweise angegriffen. 

1-Tyrosyl-l-asparaginsiure und «-l-Glutaminyl-l-tyrosin werden 
also durch Dipeptidase unschwer gespalten, und zwar nur von 


_ Dipeptidase, nicht aber von aktiviertem ‘Trypsin. 1-Tyrosyl- 
' l-tyrosin ist dagegen das einzige bisher bekannte Dipeptid, das 


auBer von Dipeptidase auch leicht von Trypsin (wohl von 
Carboxypolypeptidase) hydrolysiert wird. Die teilweise abwei- 
chenden Angaben von E. Abderhalden und Mitarbeitern iiber 


- das Verhalten ihres Glutaminyl-tyrosins und Tyrosyl-tyrosins er- 


Ei Tree eae 


kliren wir uns damit, da8 die Priparate dieser Forscher infolge 
der unvollkommenen Herstellungsverfahren, die seinerzeit nur zur 
Verfiigung standen, entweder weniger rein waren als die unserigen 
oder iiberhaupt nicht ihrem Namen entsprachen. 


Versuchsteil. 

1-Glutaminyl-l-tyrosin (IX). — Carbobenzoxy-l-glutaminyl- 
l-tyrosinithylester (VII): Aus 19,5 g 1-Tyrosinathylester-chlor- . 
hydrat wird in der iblichen Weise eine Loésung von freiem 
Tyrosinathylester in Essigester hergestellt. Zu dieser Lésung 
wurde so viel Carbobenzoxy-l-glutaminsiureanhydrid?) zugegeben, 
daB das Reaktionsgemisch gerade noch Lackmus bliute; erforder- 
lich waren 6,0 g. Nach 4stiindigem Stehen wurde die Lisung 
2mal mit verdiinnter Salzsiure und 2mal mit Wasser ausge- 

1) E. Waldschmidt-Leitz und A.K. Balls, Ber. chem. Ges. 63, 


1203 (1980). 
*) Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932). 
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schiittelt und dann unter vermindertem Druck bei etwa 85—4() 
zur ‘Trockene verdampft. Der zuriickbleibende Syrup erstarrte 
volistiindig beim Anreiben und Behandeln mit 96 °/,igem Alkohol, 
Ausbeute: 5,4g. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus 96 °/, igem 
Alkohol Schmelzp. 176°; farblose, rhombische Prismen. Leicht 
léslich in Alkohol, Essigester, unléslich in Petrolither und Wasser. 

C,,H,,0,N, (482,2) Ber. C 60,99 H 5,98 N 5,93 

Gef. ,, 61,01 6,16 ,, 5,93. 
Carbobenzoxy-l-glutaminyl-l-tyrosin(VIII): 5,0 g Carbo. 
benxoxy-l-glutaminyl-l-tyrosinithylester wurden unter Schiitteln 
in 32 ccm n-NaOH (3 Mol) gelést und bei Zimmertemperatur 


20 Minuten aufbewahrt. Beim Ansiuern mit verdiinnter Salz- | 


siiure schied sich die Substanz erst syrupés aus, erstarrte aber 


bald zu farblosen Nadelchen. Ausbeute 4,0 g. Nach der Un- | 
krystallisation aus Wasser schmolz das Priparat bei 185° (korr,, | 


C,,H,,0,N, (444,3) Ber. C 59,42 H 5,42 N 6,30 

Gef. ,, 59,45 5,85 ,, 6,20. 
1-Glutaminyl-l-tyrosin (IX): 3,0 g Carbobenzoxy-l-gluta- 
minyl-l-tyrosin wurden in der notwendigen Menge reinem Methy]- 
alkohol in Liésung gebracht, mit einigen Kubikzentimetern Wasser 
und einigen Tropfen Kisessig versetzt und wie iiblich mit Palladium- 
mohr hydriert. Das freie Dipeptid schied sich bereits wihrend 


der Hydrierung krystallin aus. Nach beendeter Hydrierung wurde | 
es durch Zusatz von geniigend heiBem Wasser in Lésung ge- | 


bracht, vom Palladium filtriert und die Lésung unter vermindertem 
Druck bei 40° bis auf etwa 20 ccm eingeengt. Nach Stehen im 
Hisschrank schieden sich 1,8 g krystallisiertes Peptid ab. Zur 

Analyse wurde das Peptid aus Wasser umkrystallisiert. 

C,,H,,0,N; (310,3) Ber. C 54,14 H 5,80 N 9,02 

Gef. ,,54,23 ,, 5.89 ,, 8,93. 
+ 0,70° x 2,7170 

(«]),° = 

1 x 1,004 x 0,0629 


l-Tyrosyl-l-tyrosin (XIV). — O-Acetyl-N-Carbobenzoxy- 





= + 30,1° (in Wasser, das 1 Mol HCI enthielt). 


l-tyrosin (X): 2,0 g N-Carbobenzoxy-l-tyrosinithylester+) wurden | 


in 11,7 ccm n-Natronlauge unter Schiitteln gelést und 15 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann die eisgekiihlte Lésung 
mit 0,56 g Essigsiureanhydrid versetzt und wieder 15 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Das beim Ansiuern mit 
etwas mehr als der berechneten Menge n-Salzsiure ausgeschiedene 





1) Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932). 
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_ |-tyrosin in verdiinntem Methylalkohol gelést und nach Zusatz 
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' gallertartige Produkt wurde scharf abgesaugt, in wenig kaltem 
: Methylalkohol gelést und mit Wasser wieder ausgefillt. Aus- 
 beute 1,8 g. Schmelzp. 120—121° (unscharf). 


C,9HigO,N (357,1) Ber. C 63,84 H 5,36 N 3,92 


Gef. ,, 64,12 ,, 5,49 ,, 3,76. 


Zar Uberfiihrung ins Saurechlorid XI wurden 4g der 
eben beschriebenen Verbindung, die vorher iiber P,O, bis zur 
Konstanz getrocknet war, in etwa 45 ccm ‘ihividiaaaat Ather 
suspendiert, in His-Kochsalz gekihlt und mit 2,5 g Phosphor- 
pentachlorid etwa 10 Minuten unter zeitweiliger Kiihlung ge- 
schiittelt. Das entstehende Saurechlorid krystallisiert zum gréBten 
Teil aus. Ausbeute gut. Zur Reinigung wurde es aus Chloroform— 
Petrolither umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 54°. 


O-Acetyl- N-Carbobenzoxy-l-tyrosyl-l-tyrosinaithyl- 
ester (XII): 3,7 g Acetyl-Carbobenzoxy-l-tyrosyl-chlorid wurden 


- gu einer Lésung von 6 g freiem 1-Tyrosin-athylester in Essigester 
_gegeben. Nach 3stiindigem Stehen wurde das ausgeschiedene 
_ Tyrosin-iithylester-hydrochlorid abgesaugt (1,9 g) und das Filtrat 
der Reihe nach mit verdiinnter Salzsiure, Wasser und zum Schlu8 
mit Bicarbonat gewaschen. Beim Einengen der Lésung unter 
-yermindertem Druck und Versetzen mit Petrolither wurden 
- Nadeln vom Schmelzp. 160—161° (korr.) erhalten. Ausbeute 3,1 g. 


C,,H5,0,N, (548,3) Ber. C 65,66 H 5,88 N 5,11 
Gef. ,, 65,69 ,, 5,96 ,, 5,27. 


Carbobenzoxy-l-tyrosyl-l-tyrosin. , (XID): 3,35 g des 
eben beschriebenen Esters wurden mit 18 com n-NaOH bei Zimmer- 


| temperatur geschiittelt. Nach 20 Minuten wurde von Spuren un- 
_ geléster Substanz filtriert und mit etwas mehr als der berechneten 
_ Menge verdiinnter Salzsiiure kongosauer gemacht. Das Verseifungs- 
_ produkt schied sich gallertartig aus. Ausbeute: 2,3 g. Beim Um- - 
; krystallisieren aus Methylalkohol wurden vain me i 


Nadelchen vom Schmelzp. 148° (korr.) erhalten. Uber P,O, 


| Hochvakuum bei 56° verlor die lufttrockene Substanz ian: 1 Mol 
_ Wasser (0,2361 g Subst. verloren 0,0094 g H,O; ber. fiir 1 Mol 
: H,O 0,0086 g H,0). 


C.¢H,0,N, (478,2) Ber. N 5,86 Gef. N 5,69. 
l-Tyrosyl-l-tyrosin (XIV): 1,9 g Carbobenzoxy-l-tyrosyl- 
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von einigen Tropfen Eisessig wie iiblich hydriert. Nach dem 
Kinengen des Filtrats unter vermindertem Druck bei etwa 35° 
wurden 1,42 g 1-Tyrosyl-l-tyrosin in krystallisiertem Zustande er- 
halten. Zum Umkrystallisieren wurde in etwa 7—8 ccm absolutem 
Alkohol suspendiert und in der Siedehitze tropfenweise Wasser 
bis zur Liésung zugesetzt. Beim Abkiihlen schied sich das [i- 
peptid in farblosen Tafelchen krystallwasserfrei aus. Im Schmelz- 
punktsréhrchen bis 240° erhitzt, zeigte die Substanz kaum eine 
Veriinderung. Sie war sehr leicht léslich in Wasser, unldslich 
in absolutem Alkohol und gab mit Millonschem Reagens sofort 
Rotfarbung. 
C,,H,,0;N, (344,2) Ber. C 62,76 H 5,85 N 8,14 

Gef. 62,74 6,17 1,89. 
+ 1,20° x 2,4137 
1 x 1,01 x 0,0952 





[a]}9 = = + 30,1° (in Wasser, das 1 Mol HCl enthielt). 

l-Tyrosyl-l-asparaginsdure (XV). — O-Acetyl-N-Carbo- 
benzoxy-l-tyrosyl-l-asparaginsiurediathylester: 2,4 ¢ 0- 
Acetyl-N-Carbobenzoxy-l-tyrosylchlorid (vgl. oben) wurden zu einer 
Kssigesterlésung von etwa 3,0 g freiem 1-Asparaginsiurediithyl- 
ester gegeben. Nach 4 Stunden Stehen wurde das ausgeschie- 
dene Asparaginsiure-didthylester-hydrochlorid (0,9 g) abgesaugt, 
das Filtrat mit verdiinnter Salzsiiure, dann mit Bicarbonatlisung 
und zum Schlu8 mit Wasser gewaschen und unter vermindertem 
Druck bei etwa 35° bis auf wenige Kubikzentimeter eingeengt. 
Das Kupplungsprodukt ist nicht iibermaBig leicht in Essigester 
léslich und schied sich daher bald ab. 3,1 g farblose Nadeln 
vom Schmelzp. 144° (korr.). 


C,,HggN,0; (528,3) Ber. N 5,30 Gef. N 5,48. 


N-Carbobenzoxy-l-tyrosyl-l-asparaginsdure: 3,2 g des 
eben beschriebenen Esters wurden in 32 ccm Aceton und 7 ccm 
Wasser gelést und unter Zusatz von 9,1 com 2n-Natronlauge 
1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wurde 
mit n-Salzsiure gerade kongosauer gemacht und unter vermin- 
dertem Druck bei 30° bis auf wenige Kubikzentimeter eingeengt. 
Das Verseifungsprodukt schied sich anfangs sirupés aus, erstarrte 
aber noch im Laufe des Einengens. Ausbeute: 2,5 g. 


C,,H,,0,N, (480,2) Ber. N 6,51 Gef. N 6,87. 


1-Tyrosyl-l-asparaginsiure: Die Lésung von 2,5 g Carbo- 
benzoxy-|-tyrosyl-l-asparaginsiure in 25 ccm reinem Methyalkohol, 
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10 com Wasser und 1 ccm Eisessig wurde wie iiblich hydriert. 
Beim Verdampfen im Vakuum bei etwa 35° und Verreiben des 
trockenen Riickstandes mit absolutem Alkohol wurden etwa 1,5 ¢g 
Dipeptid erhalten, das beim Umkrystallisieren aus wenig sieden- 
dem Wasser farblose, rhomboedrische Prismen bildete. Das aus 
Wasser umkrystallisierte lufttrockene Dipeptid enthilt 2 Mol 
se stallwasser, die bei 56° und 0,2 mm iiber P,O, entweichen. 
Ber. fir 2H,O 11,46 °/,, gef. 10,8 °/,) 
C,,H,,0,N; (296,1) Ber. C 52,67 H 5,45 N 9,47 
" Gef. ,, 52,37 ,, 5,44 ,, 9,30. 
[a] i® = +” 01 ~ caus * + 20,4 (in Wasser, das 1 Mol HCl enthielt). 
Konstitutionsermittlung des ,1-Asparagyl-l-tyrosins 


(nach Versuchen mit Herrn Ferdinand Schneider). 


1-(a-Benzylester-N-carbobenzoxy - asparagyl)-@,1-tyrosin- 
ithylester (III). Das aus 11,0 g Carbobenzoxy-]-asparaginsiiure-a-benzyl- 
ester dargestellte 6-Siurechlorid') (II) wurde portionsweise zu einer Liésung 
von etwa 14 g1-Tyrosinithylester in Essigester zugegeben. Nach 2 Stunden 
wurde das ausgeschiedene Tyrosin-ithylester-hydrochlorid (5,4 g) abgesaugt, 
das Filtrat dreimal mit verdiinnter Salzsiiure, dann mit Wasser gewaschen 
und unter vermindertem Druck stark ‘eingeengt. Das Kupplungsprodukt 
schied sich sofort krystallin ab. Ausbeute: 10,0 g vom Schmelzp. 124°. 
Aus Alkohol verwachsene Nidelchen vom Schmelzp. 128° (unkorr.). 

C,,Hs,0,N, (548,2) Ber. N 5,10 Gef. N 5,15. 

Carbobenzoxy-l-asparagyl-@,l-tyrosin (IV): 9,9 g des im Vor- 
stehenden beschriebenen Kupplungsproduktes wurden in 54,3 ccm n-Natron- 
lauge (3 Mol) gelést und nach 10 Minuten Stehen bei Zimmertemperatur 
2mal mit Ather ausgeschiittelt, um den gebildeten Benzylalkohol zu ent- 
fernen. Dann wurde mit verdiinnter Salzsiiure gerade kongosauer gemacht. 
Das Verseifungsprodukt fiel erst dlig aus, erstarrte aber bald zu farblosen, 
feinen Nadeln. Ausbeute 6 g. Zur Reinigung wurde 2mal in Natrium- 
bicarbonat gelést und mit verdiinnter Salzsiure wieder abgeschieden. 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit Carbobenzoxy-1-asparagy]-1-tyrosin 
von Bergmann und Zervas?’) 110°. 

Carbobenzoxy-l-asparagyl-§,l-tyrosin-dimethyl-ester (V): 
Aus voranstehender Verbindung durch Veresterung mit genau 2 Mol Diazo- 
methan in Methanol—-Atherlésung oder durch Veresterung mit methylalko- 
holischer Salzsiure bei 0°. Das beim Eindampfen erhaltene Produkt wurde 
gut mit Bicarbonatlésung gewaschen, aus Essigester—Petrolither und weiter- 
hin aus Methanol umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 136°. 

C,3H,,O,N, (458,2) Ber. N 6,11 Gef. N 6,38. 

Zu demselben Produkt fiihrt die Veresterung des Carbobenzoxydipep- 
tides von Bergmann und Zervas*’) mit 2 Mol Diazomethan oder mit 
methylalkoholischer Salzsiure. Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit 
dem eben beschriebenen Dimethylester 136°. 


) Ber. chem. Ges. 66, 1288 (1933). #) a. a. O. ae @, 
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Erliuterungen zu der Tabelle Seite 20. 

Das Trypsin wurde aus einer Pankreatinlésung erhalten, die durch 
mehrmalige Adsorption mit Tonerde C, von Erepsin befreit worden war. 
Die Verfolgung der Spaltung geschah wie iiblich durch Titration von 2 cem- 
Proben mit n/20-alkoholischer Kalilauge. Die Versuchsansiitze enthalten 
immer gleiche Volumina der betreffenden Enzymlésung und sind mit Phos- 
phat m/30 gepuffert. Die Ansiitze verblieben wiihrend der Versuchszeit 
bei 40° 100°/, Spaltung einer Peptidbindung entsprechen bei 0,25 Milli- 
mol Peptid in 5 cem Gesamtvolumen einem Zuwachs von 2cem Lauge fiir 
die 2 cem-Probe. ,,—“ bedeutet: nicht untersucht. 





Uber Synthese von Dipeptiden des Lysins 
und ihr Verhalten gegen proteolytische Fermente. 
Von 
Max Bergmann, Leonidas Zervas, Heinz Rinke und Hans Schleich. 


Vor kurzem wurde in unserem Laboratorium?) die Synthese 
von |-Lysyl-l-glutaminsiure ausgefiihrt und in vorliiufigen Ver- 
suchen festgestellt, daB dieses Dipeptid von keinem proteoly- 
tischen Ferment gespalten wird, insbesondere auch nicht von 
Dipeptidase. Diese Beobachtung wird im folgenden iiberpriift 
und richtiggestellt. 

Zuniichst galt es die Konstitution der Lysyl-glutaminsiiure, 
die aus der Synthese erschlossen war, auch durch Abbau sicher- 
zustellen. Wir verwandten dafiir das Phenyl-isocyanat-Verfahren 
von M. Bergmann, A. Miekeley und E. Kann?) Bei der 
Kupplung mit Phenyl-isocyanat ergab das Dipeptid eine Bis- 
phenylisocyanat-Verbindung, die bei der MHydrolyse in freie 
Glutaminsiure und das Lysin-phenyl-isocyanat-phenylhydantoin 


(I) zerfiel. 
CH, -CH, - CH, -CH,-CH———CO 
| | | 

NH NH-CO-NC,H, 


L 3 
CO 
| 
NH-C,H, 


Demnach miissen die beiden freien Aminogruppen der Lysyl- 
glutaminsiure tatsichlich, dem von uns gewihlten Namen ent- 
sprechend, im Lysinrest liegen. 





1) Ber. chem. Ges. 65, 1692 (1932). *) Liebigs Ann. 458, 56 (1927). 
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Um der fermentativen Untersuchung eine breitere Basis zu 
geben, haben wir noch die folgenden Lysinpeptide aufgebaut. 


CH, CH, -CH,-CH,-CH-CO-NH-CH-CH,-CH,-COOH 


a | | 

NH-CO-C,H, NH, COOH 

1-(s-Benzoyllysy])-l-glutaminsiure 

CH, -CH,-CH,-CH,-CH-CO-NH-CH-CH,-COOH 
Wt | | | 

NH, NH, COOH 

1-Lysy]-l-asparaginsiiure 

CH, -CH,:CH,+-CH,-CH-CO-NH-CH,-COOH 

a | 


NH, NH, 
1-Lysyl-glycin 

Bei der Bereitung des Benzoylpeptids (II) gingen wir vom 
bekannten ¢e-Benzoyllysin aus, das wir in der e-Aminogruppe 
carbobenzoxylierten, dann ins Siureazid umwandelten und mit 
Glutaminsiure kuppelten; weiteres findet sich im Versuchsteil. 

Fiir die Synthese der beiden Dipeptide (III und IV) wurde 
Dicarbobenzoxy-lysin tiber sein Séurechlorid oder Saureazid mit der 
zweiten Aminosiure gekuppelt und wie iiblich durch Hydrierung 
in die freien Peptide umgewandelt. 

In der folgenden Tabelle ist das fermentative Verhalten der 
eben genannten Peptide und auBerdem von Lysyl-glutaminsiure 
und von Lysyl-histidin') gegen Trypsin, gegen die Fermente der 
Darmschleimhaut (d. h. gegen ein Dipeptidase enthaltendes Enzym- 
gemisch) und gegen daraus abgetrennte Aminopolypeptidase 
niedergelegt. 

Wie man aus der relativ schnellen Spaltung von Glycyl- 
glycin ersieht, war unser Fermentpriiparat aus Darmschleimhaut 
von starker Wirksamkeit auf Dipeptide. ‘Trotzdem wurde die 
Lysylglutaminsiure zwar deutlich, aber doch nur sehr langsam 
gespalten, nimlich etwa 6mal langsamer als das bekanntlich 
schon recht schwer spaltbare Glycyl-glycin. Bei der friiheren, 
negativ ausgelaufenen fermentchemischen Untersuchung der Ly- 
sylglutaminsiure hatten wir offenbar ein recht wenig wirksames 
Fermentgemisch in Hinden. Die iibrigen untersuchten Dipeptide 
wurden ebenfalls alle von Dipeptidase gespalten, viele davon mit 
groBer Geschwindigkeit; dagegen waren sie resistent gegen Amino- 
polypeptidase und gegen das tryptische Enzymgemisch. 


1) Ber. chem. Ges. 65, 1692 (1932). 
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Tabelle IL 


[Entsprechend den Angaben von W. Grassmann und W. Heyde’) erfolzte 
die Messung der Hydrolyse durch Titration von 0,2-cem-Proben mit n/100. 
KOH. 1 cem des Versuchsansatzes enthielt 0,05 Millimol Substrat und 0,1 ccm 
m/3-Phosphatpufferlésung. Das py war 7,0 bzw. 7,4. 100°/, Aufspaltung 
entsprechen einem Zuwachs von 1 ccm n/100-Lauge in der Titrationsprobe. 
Versuchstemperatur 40°. Sonstige Einzelheiten vgl. 8. 26.] 





caida 

































































Zeit °/, Spaltung mit 
Substrat in - ii oe Amino-poly. 
Stunden | .chicimhaut| -'¥P weit peptidase 
Leucyl-glycyl-glycin a), — Tap 55 
2 — 73 
ee. O.. DE a 
Chloracetyl-l-tyrosin ... . | 2 -~ 1 - | 
Leucyl-glycin ....... i . et ote tow 
8) 87 | 0 — 
2 — | 0 4) 
Giycyl-glycin. . ...... 1 45 | oj;— 
2 65 | oO |; — 
3 36s | 8 | — 
l-Lysyl-glycin ....... 2 44 | 0 — 
3 68 | 0 oe 
4 8 | 0 0 
1-Lysyl-l-asparaginsiure . . . 2 31 | 0 0 
4 a) 0 | 
6 66 oO | — 
1-(¢-Benzoyllysy]) -1- glutamin- 3 14 | > | - 
siure 5 26 SC 0 0 
7 40 | 0 — 
]-Lysyl-l-glutaminséure .. . 3 14 | 0 | 0 @S8tdn,) 
6 30 0 0( , ) 
T/, 44 (3) “ 
]-Lysyl-l-histidin ...... 2 — —~ 0 
3 50 0 — 
4 —_ | 0 





In bezug auf die iibliche Priifung von Eiweifstoffen und 
EiweiSspaltprodukten auf Aminostickstoff nach dem van Slyke- 
Verfahren verdient noch das Verhalten der Lysyl-glutaminsiure 
Erwihnung. Sie gibt, wie im experimentellen Teil ausgefiihrt 
wird, bei der Priifung nach van Slyke ihren gesamten Lysin- 
stickstoff in wenig mehr als 5 Minuten ab. Bekanntlich verhiilt 





1) Diese Z. 183, 32 (1929). 
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sich freies Lysin anders und gibt in den ersten 5 Minuten nur 
etwa die Hialfte seines Stickstoffes ab, wihrend der Rest an- 
nihernd 4/, Stunde benétigt. Diese Beobachtung hat u. a. Inter- 
esse fiir die Auswertung des Ablaufs von van Slyke-Bestim- 
mungen an lysinhaltigen Proteinen und ihren Spaltprodukten. 


Versuchsteil. 


Strukturbeweis der 1-Lysyl-l-glutaminsaure. — Di-phenyliso- 
cyanat-l-lysyl-l-glutaminsadure: Die Lésung von 0,6 g Dipeptid in 
3,9 ccm n-Kalilauge wurde portionsweise und unter Kiskiihlung mit 0,5 ¢ 
Phenylisocyanat versetzt. Beim Ansiuern bis zur kongosauren Reaktion 
fiel die Substanz zuerst als Ol aus, das aber nach Verreiben mit Wasser 
bald fest wurde. Ausbeute fast quantitativ. Schmelzp. 144° (korr.) unter 
Zersetzung. 

C.5H;,0,N, (513) Ber. N 13,65 Gef. N 18,77. 


Hydrolyse des Di-phenylisocyanat-dipeptides: 0,8 g der 
eben beschriebenen Verbindung wurden in 10 cem Athanol und 10 cem 
konzentrierter Salzsiure gelést und 2 Stunden riickflieBend gekocht. Beim 
Verdampfen im Vakuum und Behandeln des Riickstandes mit Wasser 
wurden 0,5 g entsprechend 91°/, d. Th. 1-Lysin-phenylisocyanat- 
phenylhydantoin (I) als schwerlésliche Krystalle vom Schmelzp. 195° 


(korr.) erhalten. 
— 0 
ray? = 188° x 8,0642 
1 x 0,9924 x 0,1217 
C..H,.0,N, (366) Ber. N 15,31 Gef. N 15,39. 


Zum Vergleich haben wir natiirliches Lysin in sein Phenylisocyanat- 
phenylhydantoin-Derivat tibergefiihrt'). Es schmolz bei 195° (korr.), eben- 
falls bei dieser Temperatur schmolz ein Gemisch der beiden Substanzen. 
Die Drehung des aus dem natiirlichen Lysin erhaltenen Priparates betrug 

— 1,29° x 3,0669 
[a}s* = 336 = 
1 x 0,9924 x 0,1225 

Die wie oben erhaltene wiBrige Mutterlauge des Lysinphenylisocyanat- 
phenylhydantoins wurde im Vakuum verdampft und der Riickstand mit 
Aceton behandelt. Es wurden dabei 0,14 g d-Glutaminsiiure-hydrochlorid 
(Gef. N 1,4, Ber. N 17,53) vom Schmelzp. 207° (korr.) erhalten. Line 
Mischung mit reinem 1-Glutaminsiure-hydrochlorid gab keine Depression 
des Schmelzpunktes. 

1-(e-Benzoyl-lysyl)-l-glutaminsaure (II). — «-Benzoyl-a-Carbo- 
benzoxy-l-lysin: Die Lésung von 5,3 g é-Benzoyl-l-lysin’) in 21,5 cem 
n-Kalilauge wurde wie iblich mit 3,7 g Benzylester-Kohlensiurechlorid und 
21,5 cem n-Kalilauge in mehreren Portionen unter Kihlung versetzt. Beim 


— 33,7° (in Pyridin). 








— 32,5° (in Pyridin). 


1) R. O. Herzog, Diese Z. 34, 525 (1902). 

*) P. Karrer u. M. Ehrenstein, Helvet. chim. Acta IX, 326 (1926). 
Den Schmelzpunkt des d-e-Benzoyl-lysins fanden wir wiederholt zu 262° 
(korr.), mithin erheblich héher, als im Schrifttum angegeben. 
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Ansiiuern schied die Substanz sich als Ol ab, das nach mehrtigigem Stehep 
unter Wasser krystallinisch erstarrte. Nadeln vom Schmelzp. 99—109° 
Ausbeute 7,5 g. 


C,,H,,0;N, (384) Ber. C 65,7 H 6,26 N 7,31 
Gef. ,, 65,75 ,, 6,08 ,, 7,26. 


é-Benzoyl-a-carbobenzoxy-l-lysyl-hydrazid: 7,5 g des eben 
beschriebenen Priparates wurden in Methanol gelést und mit Diazomethay 
verestert. Der beim Verdampfen erhaltene Ester wurde mit einer Liésung 
von 3 ecm Hydrazinhydrat in 50 cem Athanol 1 Stunde verkocht; beim 
Abkiihlen schieden sich lange, weiBe Nadeln vom Schmelzp. 191° (korr) 
ab. Ausbeute 3,1 g. 


C,,H,,O,N, (398) Ber. N 14,05 Gef. N 14,24. 


(e - Benzoyl - a - carbobenzoxy] - 1- lysyl)-1-glutaminsiure. 
diithyl-ester: 3g des Hydrazids wurden in wenig Wasser suspendiert. 
Auf Zugabe von 14 ccm 5n-Salzsiure und 10 cem Eisessig ging es in Lésung, 
worauf bei 0° mit einer wiBrigen Lésung von 0,8 g Natriumnitrit portions. 
weise versetzt wurde. Das ausgeschiedene Azid wurde schnell in Ather 
aufgenommen und die Lésung mehrmals mit Wasser bis zum Verschwinden 
der kongosauren Reaktion gewaschen. Die kurz iiber Natriumsulfat ge- 
trocknete Azidlésung wurde mit etwa 2—3 Mol freiem Glutaminsiure- 
diithylester versetzt und die nach kurzer Zeit abgeschiedenen verfilzten 
Niidelchen aus Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 2,3 g. Schmelzp. 154° 
(korr.) nach vorherigem Sintern. 


C,,H3,0,Ns (569,3) Ber. N 7,39 Gef. N 7,49. 


(e- Benzoyl-a-carbobenzoxy-l-lysyl)-l-glutaminsiure: Zur 
Verseifung wurden 2,2 g des eben beschriebenen Esters mit 70 cem Aceton 
und 10 ccm, n-Kalilauge 2 Stunden geschiittelt, die Lésung nach dem 
Ansiiuern im Vakuum eingedampft, der Riickstand in Chloroform gelést und 
daraus die Siure mit Bicarbonat ausgeschiittelt. Beim Ansiuern der schwach 
alkalischen Lésung fiel die Substanz zuerst sirupés aus, wurde aber nach 
einigem Stehen unter frischem Wasser fest. Ausbeute 1,8 g. Umkrystualli- 
sation aus Alkohol-Wasser. Schmelzp. 173° (korr.) nach vorherigem Sintern. 


C,,H,,0,N; (513) Ber. N 8,19 Gef. N 8,0. 


Freies Dipeptid: Die Lésung der eben beschriebenen Verbindung 
in Methanol, das etwas wasserhaltige Essigsiure enthielt, wurde wie iiblich 
in Gegenwart von Palladium katalytisch hydriert. Nach Beendigung der 
Kohlensiiure-Entwicklung wurde die Lésung verdampft und der krystalli- 
nische Riickstand mit Alkohol aufs Filter gebracht. Ausbeute mehr als 
60°/, d. Th. 


C,,H.;0,N; (379,2) Ber. C 56,95 H 6,64 N 11,08 Amino-N 3,68 

Gef. ,, 56,88 ,, 6,48 ,, 11,04 » 8,28. 
+ 0,18° x 38,0927 
1 x 1,003 x 0,0397 





[o}2° = = + 14° (in Wasser, das 1 Mol Salzsiure enthielt). 


é-Benzoyl-1-lysyl-l-glutaminsiure krystallisiert aus seiner verdiinnten 
wiBrigen Lésung langsam in Form kleiner Nidelchen, die bei 220° (korr.) 
unter Zersetzung schmelzen. 
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1-Lysyl-l-asparaginsaure (III). — Dicarbobenzoxy-l-lysyl-l-as- 
paraginsdure-didthylester: Die aus 9,4g Dicarbobenzoxy-l-lysyl-hydra- 
zid erhaltene dtherische Lésung des Azids') wurde mit etwas mehr als 
2 Mol freiem 1l-Asparaginsiure-diathylester versetzt, wobei nach mehreren 
Stunden der gréBte Teil des Kupplungsproduktes in Form langer Nadeln 
ausfiel. Beim Einengen der Mutterlauge wurde eine weitere Krystallisation 
erhalten. Ausbeute 5,6 g. Nach der Umkrystallisation aus Alkohol schmolz 
die Substanz bei 142° (korr.) nach vorherigem Sintern. 


CyoHs,0,N, (585,3) Ber. C 61,50 H 6,72 N 7,18 
Gef. ,, 61,29 ,, 6,85 ,, 7,36. 


Freies Dipeptid: Die Verseifung des eben beschriebenen Esters 
und die Isolierung der Carbobenzoxysiiure wurde in derselben Weise durch- 
gefiihrt, wie weiter oben am Beispiel der Benzoy]l- -carbobenzoxy- lysyl- 
glutaminsiiure beschrieben worden ist. Die hierbei erhaltene sirupése Siure 
wurde in essigsiurehaltigem Athanol gelést unmittelbar katalytisch hydriert. 
Ausbeute gut. Das Peptid bildet, aus Wasser mit Alkohol gefillt, kugelige, 
stark doppelbrechende Krystallaggregate vom Schmelzp. 161° (korr.) unter Zers. 

Das lufttrockene Peptid verlor beim Trocken (56°, 0,2 mm iiber P,O,) 
6,50°/, an Gewicht. Fiir 1 Mol Krystallwasser wiiren 6,45°/, Abnahme 
erforderlich. 

C, H,90;,N, (261,2) Ber. C 45,95 H 7,33 N 16,09 Amino-N 10,73 
Gef. ,, 45,93 ,, 7,44 ,, 15,98 * 10,01. 


+ 0,30° x 3,0205 


20 = = 930 i W . 
isin OE eee) 





1-Lysyl-glycin (IV). — Dicarbobenzoxy-l-lysyl-glycin-ithyl- 
ester: 8,1 g Dicarbobenzoxy-l-lysyl-methylester’) wurden mit 20,7 ccm 
n-Kalilauge unter Zusatz von 100 cem Aceton verseift, nach dem Ansiuern 
mit Salzsiiure verdampft, die freie Siure in Ather aufgenommen und nach 
dem Trocknen iiber Natriumsulfat durch Schiitteln bei 0° mit 1,8 g Phos- 
phorpentachlorid ins Dicarbobenzoxy-l-lysyl-chlorid itibergefiihrt. Die von 
Spuren ungeléster Substanz filtrierte Lésung wurde bei gewéhnlicher Tem 
peratur im Vakuum verdampft und der Riickstand zwecks Abtrennung des 
Phosphoroxychlorids 4—5 Mal mit stark gekiihltem, trocknem Petroliither 
behandelt. Das sirupése Siurechlorid wurde nun in wenig trocknem Essig- 
ester gelést und mit iiberschiissigem, freiem Glykokollithylester versetzt. Das 
Filtrat des hierbei ausgefallenen salzsauren Glykokollithylesters wurde 
nacheinander mit verdiinnter Salzsiiure, Wasser, Bicarbonat gewaschen, ge- 
trocknet und verdampft. Aus Essigester durch Fiillen mit Petrolither 
wurden 2,3 g feiner Krystalle vom Schmelzp. 90° erhalten. 
C,,H330,N, (499,4) Ber. C 62,50 H661 N 8,42 
Gef. ,, 62,62 ,, 6,54 ,, 8,43. 


Dicarbobenzoxy-l-lysyl-glycin: 2,3 g des Esters wurden mit 
einer Mischung von 50 cem Aceton und 4,7 ccm n-Kalilauge 1'/, Stunden 


1) M. Bergmann, L. Zervas u. J. P. Greenstein, Ber. chem. Ges. 
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geschiittelt, dann angesiiuert und das Ganze zur Trockne verdampft. Be; 
Behandeln des Riickstandes mit Wasser, das hiufig umgewechselt wurde, 
erhielten wir 2,1 g Substanz, die nach der Umkrystallisation aus Essigestey 
bei 158—159° kor.) schmolz. 


C,,H,,0,N, (471,3) Ber. N 8,92 Gef. N 8,77. 
l-Lysyl- glycin- -sulfat: Die Lésung von 1,56 g des eben beschrie. 


benen Priparates in Athanol wurde mit 3 38 ccm 2n-Schwefelsiure versetzt 
und wie iiblich katalytisch hydriert. Nach beendigter Hydrierung (y¢], 


oben) wurde die Lésung verdampft und der Riickstand nach dem Ver. | 


reiben mit Methanol aufs Filter gebracht. Beim Liésen in Wasser, lang. 
samen Fillen mit Methanol schieden sich 0,35 g drusenférmig angeordnete 
Nadeln vom Schmelzp. 207,5° (korr.) ab. Zur Analyse wurde die Substanz 
24 Stunden bei 78°, 0,2 mm iiber P,O, getrocknet. 


C,H,,0,N;-H,SO, (301,3) Ber. C 31,87 H 6,36 N 13,94 § 10,45 Amino-N 9,30 
Gef. ,, 31,28 ,,6,58 ,,18,66 ,,11,19 ,, 9,41, 


+ 0,90° x 3,0139 


OO os 
loln’ = 3X 1,004 x 0,0451 





= + 30,0° (in Wasser). 


Aminostickstoffbestimmungen nach van Slyke. 
1-Lysindichlorhydrat. 5-Minutenwert: 11,5 mg Subst.: 1,17 cem N 
(20°, 752 mm) = 0,6582 mg N. 
Ber. N 13,00 Gef. N 5,72. 


30-Minutenwert: 11,5 mg Subst.: 2,59 eem N (21°, 749 mm) 
1,422 mg N. 
Ber. N 13,0 Gef. N 12,4. 


l-Lysyl-d-glutaminsiure + 2H,0O. 5-Minutenwert: 12,76 mg 
Subst.: 1,46 cem N (21°, 756 mm) = 0,8219 mg N. 


Ber. N 9,00 Gef. N 6,44. 
7-Minutenwert: 12,7 mg Subst.: 2,0cem N (21°, 756 mm) = 1,12 mg N. 
Ber. N 9,0 Gef. N 8,87. 


30-Minutenwert: 10,9 mg Subst.: 1,76 ecem N (21°, 756 mm) = 
0,9908 mg N. 
Ber. N 9,00 Gef. N 9,09. 


(e-Benzoyl-l-lysyl)-l-glutaminsiure. 5-Minutenwert: 10,15 mg 
Subst.: 0,40 eem N (21°, 758 mm) = 0,226 mg N. 


Ber. N 3,68 Gef. N 2,2. 
30-Minutenwert: 10,15 mg Subst.: 0,59 ecem N (21°, 758 mm) = 
0,333 mg N. 
Ber. N 3,68 Gef. N 3,28. 
In der folgenden Zusammenstellung werden die gefundenen Stickstofi- 


werte aller untersuchten Substanzen nur auf das in ihnen enthaltene Lysin 
umgerechnet. 
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Tabelle IL. 
neies % N gef. nach} °/, N ber. auf 
en 5 Minuten 1 Aminogruppe 
Lysindichlorhydrat ......... 8,5 
(-Benzoyl-l-lysyl)-d-glutaminsiure. . . 5,8 9,6 
|-Lysyl-I-glutaminsiure ....... 13,7 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Desaminierung der a-Amino- 
gruppe durch salpetrige Siure am langsamsten vor sich geht, wenn die 
-Aminogruppe volistindig gesperrt ist. Eine Peptidbindung scheint die 
Reaktionsgeschwindigkeit zu erhéhen. 





Uber Dipeptide von epimeren Glucosaminsduren 
und ihr Verhalten gegen Dipeptidase. Konfiguration des d-Glucosamins. 


Von 
Max Bergmann, Leonidas Zervas, Heinz Rinke und Hans Schleich. 





Wir beschreiben im folgenden die Synthese von Glycyl-d- 
glucosaminsiiure, 1-Phenylalanyl-d-glucosaminsiiure und Glycyl-d- 
epiglucosaminsiure. Ihr Verhalten gegen Dipeptidase sollte uns 
einen neuen Hinweis auf die stereochemische Zugehdérigkeit der 
Glucosaminsiure und der Epiglucosaminsiure erbringen. Von 
diesen beiden epimeren Siuren mute die eine in der riumlichen 
Anordnung am @-Kohlenstoffatom (Kohlenstoffatom 2) den l-Amino- 
siuren entsprechen, ihre Dipeptide muBten also durch Dipeptidase 
spaltbar sein. Die andere Siéiure muBSte den d-Aminosiiuren 
entsprechen, also nicht-spaltbare Dipeptide liefern. 

Bei der Synthese der Glycyl-d-glucosaminsiure und der 
Phenylalanyl-d-glucosaminsiure sind wir, um unerwiinschte Ver- 
wicklungen nach Méglichkeit zu vermeiden, nicht von der freien 
Glucosaminsiure ausgegangen, sondern von dem bekannten Hydro- 
chlorid des Benzal-d-glucosaminsiiure-ithylesters *) (Formel I). Durch 
Kuppelung mit Carbobenzoxy-glycylchlorid bzw. Carbobenzoxy-l- 
phenylalanylchlorid gewannen wir die Carbobenzoxy -dipeptid- 
ester ITa und IIb, die vorsichtig verseift und durch katalytische 
Hydrierung von den Benzal- und Carbobenzoxygruppen befreit 
wurden und so Glycyl-d-glucosaminsiiure (IIa) und 1-Phenylalanyl- 


') P. A. Levene u. la Forge, J. of biol. Chem. 21, 345 (1915). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXIV. 3 
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d-glutaminsaure (IIIb) lieferten. Fiir die Synthese der Glycyl-d. 
epiglucosaminsiure (IV) sind wir von freier d-Epiglucosaminsiiure 
ausgegangen. Niheres ist aus dem Versuchsteil zu ersehen. 

I CH,-——CH-CH(OH)-CH(OH)-CH-CO-0C,H, 


| | | 
O—CH—O NH, 


(uu, 
II CH,——-CH-CH(OH).CH(OH)-CH-CO-00,H, 
$—cH—0 NH 
bn, (0.CHR-NH-Cbzo a) R=H 


III CH,(OH)-CH(OH)-CHOH)-CHOH)-CH-COOH  [ b) R = C,H,-Cll 
| Chzo = C.H,-CH, 
NT = 5° JH, 
= ° -0-CG 
CO-CHR.-NH, | 
CO-CH,-NH, 


| 
NH 





IV CH, (OH)-CH(OH)-CHOH)-CH(OH)-CH-COOH 
Glycyl-d-epiglucosaminsiure wird durch Dipeptidase gespalten, 
die beiden Dipeptide der d-Glucosaminsiiure halten dagegen dem 
Ferment stand. d-Epiglucosaminsiure mu8 also am e-Kohlenstofi- 
atom die gleiche Konfiguration haben wie die natiirlichen @-Amino- 
siiuren [l-Aminosiuren]'), wihrend d-Glucosaminsiure den Anti- 
poden der natiirlichen Aminosduren, den d-Aminosiduren, entspricht. 
Damit findet eine zuerst von P. A. Levene auf Grund physika- 
lischer Unterlagen ausgesprochene Ansicht iiber den raumlichen 
Bau der Glucosaminsaure ihre biochemische Bestitigung. Dieser 
Forscher hat schon 1925?) auf Grund von Drehungsverschiebungen 


die d-Glucosaminsiure in die Reihe der d-Gluconsiure klassifiziert. | 


K. Freudenberg hat mit Hilfe der Leveneschen Angaben das- 
selbe Ergebnis abgeleitet*), Auch die Versuche von O. Lutz und 
Br. Jirgensons ‘) fiihren zu derselben Auffassung. Andererseits 
haben C. Neuberg, H. Wolff und W. Neimann 5) schon vor langer 





') Wegen der Bezeichnung |-Aminosiuren vgl. Anm. S. 12. 

2) J. of biol. Chem. 63, 95 (1925). 

*) Vgl. K. Freudenberg, Stereochemie, 8.710 u. 718, Leipzig 1932. 

*) Ber. chem. Ges. 65, 784 (1932). Vgl. auch F. u. H. Micheel, Ber. 
chem. Ges. 65, 253 (1932). 

») Ber. chem. Ges. 35, 4009 (1902). Vgl. hierzu P. Karrer, Helvet. 
chim. Acta VII, 1042 (1924). 
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Zeit bei der Reduktion von d-Glucosaminsdure eine rechtsdrehende 
a-Aminocapronsiaure erhalten, die der l-Reihe anzugehéren scheint. 

Da im Rahmen der modernen stereochemischen Anschau- 
ungen die d-Gluconsiure der d-Reihe den Aminosiuren ent- 
spricht, lag hier ein noch nicht ganz geklarter Widerspruch vor, 
zu dessen Behebung wir durch unsere Versuche beitragen wollten. 
Wir glauben zugleich einen experimentellen Weg angegeben zu 
haben, der auch in anderen Fallen zur Ermittelung der Kon- 
figuration von primiren Aminosiuren angewendet werden kann: 
Vereinigung mit natiirlichen Aminosiuren zu Dipeptiden und 
Prifung der Spaltbarkeit durch Dipeptidase. Dieser Weg der 
Konfigurationsbestimmung ist allerdings erst ein zuverlissiger 
geworden, nachdem unsere Kenntnisse iiber die Spezifitiitsver- 
hiltnisse’ der Dipeptidase hinreichend vervollstindigt sind und 
wir uns insbesondere iiberzeugen konnten, daB die Angaben des 
Schrifttums iiber die Spaltung von d-aminosiurehaltigen Dipep- 
tiden mittels Dipeptidase irrtiimliche sind }). 

Vor einigen Jahren haben wir Chitin zu dem Disaccharid 
Chitobiose abgebaut und haben durch die Ermittelung der Struktur 
der Chitobiose Klarheit tiber die Verkniipfungsweise der Glucos- 
aminreste im Chitin schaffen kénnen?). Die endgiiltige Sicher- 
stellung der Konfiguration des natiirlichen d-Glucosamins als 
einer 2-Amino-d-glucose bedeutet einen weiteren Fortschritt in 
der Chitinfrage. 

Versuchsteil. 

Glycyl-d-glucosaminsaure (IIIa). — (Carbobenzoxy-glycy]l)- 
benzal-d-glucosaminsiure. 17,6 g Benzal-d-glucosaminsiure- 
iithylester-hydrochlorid*) wurden in 60 ccm stark gekiihltem 
Wasser gelést, dazu gab man 22 ccm n-Natronlauge und sofort 
eine Liésung von 2,5 g Carbobenzoxy-glycyl-chlorid in 10 ccm 
Ather: Man schiittelte und gab darauf in Portionen nochmals 
2,5 ¢ Chlorid in 10 com Ather hinzu und so viel festes Natrium- 
bicarbonat, daB die Lésung immer schwach alkalisch blieb. Eine 
kleine Menge ausgefallener Krystalle (0,6 g) wurde abgesaugt, die auf 
Grund der Analyse als ein Lacton der (Carbobenzoxy-glycyl)-benzal- 
d-glucosaminsiure erkannt wurden. Schmelzp. 197—198° (korr.). 

C,;H,,0,N, (458,2) Ber. N 6,11 Gef. N 6,80. 





) Vgl. S. 14. 

?) M. Bergmann, L. Zervas u. E. Silberkweit, Ber. chem. Ges. 
64, 2436 (1931). 

) Levene u. la Forge, a. a. O. 


3* 
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Das Filtrat enthielt den gréSeren Teil des Kuppelungs- 
produktes, das infolge der vorhandenen Basizitat offenbar rasch 
zu der entsprechenden Siure verseift war. Denn beim Ansiuerp 
mit 5n-Salzsiure fiel in guter Ausbeute die (Carbobenzoxy-glycy])- 
benzal-d-glucosaminsaure aus. Aus Alkohol erhielt man schine 
Nadeln vom Schmelzp. 167—168° (korr.). 


C.3HgO,Ns (474,2) Ber. N 5,91 Gef. N 6,10. 


Zu demselben Produkt fiihrte die Verseifung des oben be- 
schriebenen Lactons. 0,6 g (Carbobenzoxy-glycyl)-benzal-d-glucos- 
aminsaure-lacton wurden in wenig Wasser suspendiert und mit 
1,27 com n-Natronlauge */, Stunden geschiittelt, dann mit der 
iquivalenten Menge Salzsiure angesiiuert, wobei die Siure in 
Nadeln ausfiel. Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit voran- 
stehender Siure 167° (korr.). 

Freies Dipeptid. 1,7 g (Carbobenzoxy-glycyl)-d-glucos- 
aminsiure wurden in warmem Methanol gelést und nach Zusatz 
von 10 ccm Kisessig mit frischem Palladiummohr katalytisch 
hydriert. Nach 1/, Stunde war die Kohlendioxyd-Abgabe beendet. 
Man hydrierte darauf noch 5 Stunden in der geschlossenen Appa- 
ratur, bis die Wasserstoffaufnahme beendet war. Die Loésung 
wurde dann eingedampft und langsam mit Athanol gefillt. Man 
erhielt 0,6 g feine Nadeln vom Schmelzp. 179—180° (korr.). Bei 
166° briunt sich die Substanz. 

3,523 mg Subst.: 4,903 mg CO,, 2,075 mg H,O. — 5,179 mg Subst.: 
0,510 cem N (20°, 740 mm, nach Pregl). — 17,0 mg Subst.: 2,05 ecm N 
(19°, 746 mm, nach van Slyke). 

C,H,,0;N, (252,2) Ber. C 38,07 H 6,40 N 11,11 NH,-N 5,55 

ae, » 3196 , 650 ,, 11,17 9 6,76. 

3,710 mg Subst.: 1,45cem n/100-KOH (in 90°/, igem Alkohol); ber. 1,47 ccm. 

Eine 2°/,ige Lésung des Peptides drehte die Ebene des polarisierten 
Lichtes + 0,08° (1 dm, 20°, D-Linie). 

Bei diesem wie bei unseren anderen Glycylpeptiden wurden 
nach der van Slyke-Methode immer zu hohe Werte gefunden, 
ein Verhalten, das bekanntlich fiir Glycylpeptide charakteristisch ist. 

1-Phenylalanyl-d-glucosaminsaure (I/Ib). — Carbobenzoxy-1- 
phenylalanin. Analog dem Carbobenzoxy-d,l-phenylalanin von 
M. Bergmann und L., Zervas?) stellte man die Carbobenzoxy- 
Verbindung her aus 3,3 g l-Phenylalanin in 10 ccm 2 n-Natron- 
lauge mit 3,4 ¢ Benzylesterkohlensiure-chlorid und weiteren 10 ccm 





) Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932). 





rr ~~ rR 
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derselben Lauge. Der beim Ansiuern erhaltene Niederschlag 
wurde aus Wasser—Methanol umkrystallisiert. Schéne, stark ver- 
filzte Nadeln vom Schmelzp. 126—128° (korr.). 
C,,H,,0,N (299,1) Ber. N 468 Gef. N 4,74. 

Das Carbobenzoxy-l-phenylalanin zeigte eine spezifische Drehung von 
+ 0,24° x 2,9951 
1 x 1,057 x 0,1386 

Sdurechlorid. Als 2 g Carbobenzoxy-l-phenylalanin mit 
20cem trockenem Ather und 1,6g Phosphor-pentachlorid 15 Mi- 
nuten unter Hiskihlung geschiittelt wurden, war fast alles in 
Lisung gegangen. Die filtrierte Fliissigkeit wurde in der Kilte 
mit viel trockenem Petrolaither versetzt, worauf das Chlorid in 
sehr langen Nadeln auskrystallisierte. Ausbeute 1,4 g. Das 
Chlorid schmolz bei 42°. An der Luft zersetzte es sich nach 
einiger Zeit. 

(Carbobenzoxy-l-phenylalanyl)-benzal-d-glucosamin- 
siureaithylester: 4,4 g Carbobenzoxy-1-phenylalanyl-chlorid 
wurden unter Kiihlung portionsweise in die Essigesterlésung von 
etwa 4 Mol freiem Benzal-d-glucosaminsiure-athylester eingetragen. 
Der letztere wurde aus dem Hydrochlorid in wiBriger Liésung 
mit Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt und in Essigester auf- 
genommen. In der Kuppelungsfliissigkeit schied sich sofort salz- 
saurer Benzal-d-glucosaminsiure-ithylester ab. Das Filtrat hier- 
von wurde nacheinander mit verdiinntem Natriumbicarbonat, 
Wasser und verdiinnter Salzsiure gewaschen, iiber Natriumsulfat 
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Den Riickstand brachte 
man mit Ather aufs Filter. Nach der Umkrystallisation aus 
Athanol erhielt man 5 g Kuppelungsprodukt in Form feiner Nadeln 
vom Schmelzp. 173° (korr.). 

Cy.H,,0.N, (592,3) Ber. N 4,73 Gef. N 4,88. 

(Carbobenzoxy-l-phenylalanyl)-benzal-d-glucosamin- 
siiure: 3,6 g des obigen Esters wurden in 50—60 ccm Methanol ~ 
suspendiert und mit 6,7 ccm n-Natronlauge 3 Stunden geschiittelt. 
Zur filtrierten Lisung gab man die aquivalente Menge n-Salz- 
siure, worauf die Siure sofort ausfiel. Die Fiallung wurde mit 
viel Wasser vervollstindigt. Ausbeute sehr gut. Aus Methanol— 
Wasser schieden sich lange Nadeln vom Schmelzp. 157° (korr.) ab. 
C3 9Hs,0,N, (564,3) Ber. N 4,97 Gef. N 5,19. 


1-Phenylalanyl-benzal-d-glucosaminsaiure: Sie  ent- 
steht aus der voranstehenden Verbindung, wenn man die kata- 


[a] 20° = 





= + 4,9° (in Eisessig). 
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lytische Hydrierung nach Beendigung der Kohlendioxydentwick- 
lung (Abhydrierung des Carbobenzoxyrestes) abbricht. — Die 
Abhydrierung des Benzalrestes erfordert viel langere Zeit. 

So wurden 1,7 g Carbobenzoxy-l-phenylalanyl-benzal-d-glucos.- 
aminsiure in Methanol gelést und nach Zusatz von einigen 
Kubikzentimetern Eisessig mit frischem Palladiummohr und 
Wasserstoff bis zum Aufhéren der Kohlendioxydabgabe hydriert. 
Die Fliissigkeit wurde darauf unter vermindertem Druck ein- 
gedampft, in Wasser aufgenommen und bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen, worauf 0,8 g Substanz in schénen, biischelférmig 
angeordneten Nadeln ausfielen. Schmelzp. 166—167° (korr.). 

0,0600 g Subst. verloren bei 78° und 0,3 mm iiber P,O, 0,0047 g = 


7,8°/) an Gewicht. Fiir 2 Mol Wasser berechnen sich 7,7°/,. — 4,790 mg 
Subst.: 0,245 cem N (19°, 742 mm, nach Preg]). 


C.,H,,0;N,-2H,O (466,3) Ber. N 6,01 Gef. N 5,84. 


Freies Dipeptid: Zu seiner Bereitung kann man sowohl 
von der (Carbobenzoxy-l-phenylalanyl)-benzal-d-glucosaminsiure als 
auch von der l-Phenylalanyl-benzal-d-glucosaminsiure ausgehen. 
In beiden Fallen mu8B man in Gegenwart von viel frischem 
Katalysator und etwa 50°/, iger Essigsiure arbeiten. Unter diesen 
Umstinden war die Wasserstofiaufnahme in einigen Stunden be- 
endet. Aus Wasser—Athanol krystallisierte das Dipeptid in an 
den Enden zugespitzten, langen Blittchen vom Schmelzp. 182° 
(korr.). 

4,165 mg Subst.: 0,306 cem N (21°, 747 mm, nach Pregl). — 24,0 mg 
Subst.: 1,64 cem N (19°, 754 mm, nach van Slyke). 

C,,H,,0,N, (342,2) Ber. N 8,19 NH,-N 4,20 
Gef. ,, 8,38 » 4,38. 

Mehrfache Versuche zur Bestimmung von Kohlenstoff—-Wasserstoff er- 
gaben immer etwas niedrige Werte fiir den Kohlenstoff. 

_ 5,292 mg Subst. verbrauchten 1,53 ccm n/100-Lauge (in 90 °/, igem 

Athanol) nach Willstitter-Waldschmidt-Leitz. Ber. 1,55 ccm. 

+ 0,60° x 100 
1 x 1,5 

Glycyl-d-epiglucosaminsiure. — Carbobenzoxy-glycyl-d- 
epiglucosaminsaure: 1,8 g Epiglucosaminsiure') wurden in 
9,2 com n-Natronlauge gelést, gekiihlt und unter Schiitteln in 
mehreren Portionen mit 2,1 g Carbobenzoxy-glycyl-chlorid und 
weiteren 9,2 ccm n-Natronlauge versetzt. Nach dem Ansiiuern 





[0° = = + 40° (in Wasser). 





1) P. A. Levene, J. of biol. Chem. 36, 73 (1918). 
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dampfte man die Lésung des Kupplungsproduktes unter vermin- 
dertem Druck stark ein, nahm den Riickstand in heiBem Athanol 
auf und lieB auskrystallisieren. Man erhielt 2,3 g lange Nadeln 
yom Schmelzp. 150—151° (korr.), 


CieH,,0,N, (386,2) Ber. N 7,25 Gef. N 7,49. 


Glycyl-d-epiglucosaminsiure: 0,95 g des vorigen Kupp- 
lungsproduktes wurden nach Zusatz von einigen Tropfen Kisessig 
in der ttblichen Weise katalytisch hydriert. Den Eindampfriick- 
stand léste man heiB in wenig Wasser und gab Athanol bis zur 
eben beginnenden Triibung hinzu, worauf 0,45 g schéne Prismen 
auskrystallisierten. Schmelzpunkt etwa 215° (korr,). 

4,268 mg Subst.: 5,967 mg CO,, 2,342 mg H,O. — 3,129, 17,0 mg Subst.: 
0,299 (21°, 752 mm, nach Preg]), 2,06 (19°, 754 mm, nach van Slyke) cem N. 
C,H,,0,N, (252,2) Ber. C 38,07 H 6,40 N 11,11 NH,-N 5,55 

Gef. ,, 38,138 ,, 6,14 ,, 10,98 » 6,95. 

5,177 mg Subst.: 2,03 ecem n/100-KOH (in 90°/,igem Athanol) nach 

Willstitter-Waldschmidt-Leitz. Ber. 2,05 ccm. 


—0,18° x 100 


[a]2° = or =— 9° (in Wasser). 





Fermentversuche. Zur Ausfiihrung der fermentativen Priifung wurde 
folgender Ansatz fiir jedes der beschriebenen Substrate angewandt: 

Ein Volumen von 1 cem enthielt 0,05 Millimol Substrat, 0,1 ccm 
m/3-Phosphatpuffer des jeweiligen py, (meist px 7,4), die zur Erreichung 
der optimalen Reaktion notwendige Menge 0,2 n-Ammoniaklésung und 
0,4 cem der betreffenden Enzymlésung bzw. 4 mg des Trockenpriparates 
(Darmsehleimhaut, Trypsin und Trockenpriparat von Dipeptidase aus Hefe). 











Zeit °/, Spaltung mit 


l eel 
in Stdn. Darm- | Trockenpriip. 
™ . schleimhaut; v. Dipeptidase 





Substrat 








o | _ 








Glycyl-d-glucosaminsiure 3 

!-Phenylalanyl-d-glucosaminsiure 3 0 - 

a ~~ anna “er 2 44 | a 
esgl. 3 — | 21 
desgl. 3,75 64 — 
desgl. 6 — | 40 
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Neues Verfahren zur Synthese von Peptiden des Arginins. 
Von 
Max Bergmann, Leonidas Zervas und Heinz Rinke. 





Recht im Gegensatz zu fast allen anderen Aminosiuren setzt 
das Arginin der Verwendung zu Peptidsynthesen noch aufer- 
ordentlich groBe experimentelle Schwierigkeiten entgegen. Diese 
Schwierigkeiten sind um so listiger, als gerade das Arginin als 
EiweiBkomponente von itiberragender Bedeutung ist. Bisher hat 
man synthetisch nur das d-Phenylalanyl-l-arginin und das 
d-Tyrosyl-l-arginin gewonnen, die in unserem Laboratorium seiner- 
zeit nach dem Azlactonverfahren bereitet waren’). Aber das 
Azlactonverfahren ist hier nur von engbegrenzter Leistungs- 
fihigkeit. 

Wir haben deshalb einen Versuch unternommen, das ein- 
fachste argininhaltige Dipeptid Glycyl-l-arginin nach unserem 
Carbobenzoxyverfahren durch direkte Vereinigung von Carbobenz- 
oxy-glycyl-chlorid mit Arginin zu erhalten. Der Versuch gelang 
zwar, wie aus dem experimentellen Teil zu ersehen ist, aber das 
Ergebnis war doch recht unbefriedigend. Darum haben wir noch 
nach einem weiteren Weg der Synthese gesucht. 

Eine Hauptschwierigkeit fiir diese Synthesen liegt wohl in 
dem Vorhandensein einer Guanidogruppe im Arginin. Darum 
haben wir nach einem Argininderivat Umschau gehalten, in 
welchem die Guanidogruppe durch Substitution in ihrer Basizitiit 
abgeschwicht ist. Der Substituent der Guanidogruppe muBte 
andererseits leicht wieder abzuspalten sein. Diesen Bedingungen 
entsprach das Nitroarginin von Kossel, nachdem wir festgestellt 
haben, daB seine Nitrogruppe durch katalytische Hydrierung leicht 
wieder entfernt wird und daB dabei mit recht guter Ausbeute 
ein optisch reines l-Arginin regeneriert wird?). 


CH, -(CH,),-CH- COOH CH, -(CH,),- CH: COOH 
4H NH, - NH NH, 
Lite Wasserstoff” =, y 

HNO, NH, 





1) Diese Z. 167, 91 (1927); Ber. chem. Ges. 62, 1905 (1929). 

*) Vermutlich geht die Nitroamidgruppe zuniichst in die Hydrazid- 
gruppe iiber, die dann weiter unter Bildung von Ammoniak und Arginin 
hydriert wird. 


| 
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Diese Feststellung der Hydrierbarkeit des Nitroarginins ist 
der Schliissel unserer neuen Synthese von Argininpeptiden, weil 
damit das Arginin in Form von Nitroarginin wie eine gewohn- 
liche Monoaminosiure verarbeitet werden kann. 

Wir haben zunichst Carbobenzoxy-glycyl-nitroarginin (I) ge- 
kuppelt und dann durch Hydrieren in einer Operation zu Glycyl- 
l-arginin (II) umgewandelt, das als Flavianat isoliert und als 
Sulfat charakterisiert wurde. 


CH,-CO—NH-CH-CH,-CH,-CH, | CH,-CO—NH-CH-CH,-CH,-CH, 
| | | | | | 
NH-Cbzo COOH NH NH, COOH NH 


| | 
C=NH —NH 
| | 
I NH-NO, II NH, 


Chzo = C,H,-CH,-0-CO. 


Glycyl-l-arginin wird nach Versuchen von Herrn Hans 
Schleich von Dipeptidase sehr rasch hydrolysiert, wie folgende 
Tabelle zeigt. 

In 1 ccm der Versuchsansiitze waren jeweils °/,,. Millimol Peptid ent- 
halten. Der Verlauf der Hydrolyse wurde durch Titration von 0,2 ccm- 
Proben mit n/100-Kalilauge verfolgt (Grassmann und Heyde, a. a. O.), 


Ein Zuwachs von 1,00 ccm Lauge entspricht einer Peptidspaltung von 
100°/,. Py zwischen 7,0 und 7,5. (Vgl. auch Bemerkungen §%. 26.) 
































°/, Spaltung mit 

Substrat Zeit Darm- Amino- 

in Stdn. |schleimhaut-| Trypsin poly- 

extrakt peptidase 
d,l-Leueyl-glycin. . . . if, 35 | 0 /o— 
desgl. a he Sa A 87 | 0 — 

_ desgl. . e Bs 2 — | 0 | 5 
d,l-Leucyl-glycyl-glycin . 1*/, — 0 | 55 
desgl. , 2 _ | O | 8 
desgl. , 4 110 =| 0 | — 
Chloracetyl-I-tyrosin . . | 2 | 0 | >36 — 
re 3 0 0,63 *) — 
We aoe A ee: & 8 4 — 0,80*) — 
Glyeyl-l-arginin 2 83 0 - 
desgl. 3 — 0 0 
desgl. 4 87 — — 
desgl. 5 —_ — | 0 














*) ccm n/100-Lauge Zuwachs fiir 8 mg Gelatine. 
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Das oben erwahnte Priparat von Glycyl-l-arginin war aus 
freiem Arginin bereitet. Ein anderes Priiparat, das aus Nitro. 
arginin bereitet war, zeigte mit einem anderen Enzympriparat 
aus Darmschleimhaut nach 2 Stunden 70°, Spaltung, nach 
5 Stunden 80°/, Spaltung. 


Versuchsteil, 


l-Nitro-arginin. In Anlehnung an die Vorschrift von A. Kosse| 
und Kennaway') wurden 20 g 1-Arginin-nitrat?) unter Kihlung 
mit EKis—Kochsalzmischung zu einem vorher stark gekihlten (Ge. 
misch bestehend aus 10 ccm rauchender Salpetersiure, 20 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure und 10 ccm Schwefelsiure, die etwa 
10—20°/, SO, enthielt, unter Riihren eingetragen. Nach etwa 
5 Minuten war die Liésung diinnfliissig geworden. Nun wurde 
die Lisung in viel Hiswasser gegossen, mit etwa 155 g Baryt- 
hydrat der allergréBte Teil der Schwefelsiure gefallt, von Barium- 
sulfat filtriert und das Filtrat im Vakuum fast zur Trockne ver- 
dampft. Beim Lésen des Riickstandes in Wasser und Neutrali- 
sieren mit wiBrigem Ammoniak (bis zur eben deutlich alkalischen 
Reaktion) fiel das Nitroarginin in einer Ausbeute von etwa 8,8 ¢ 
und in Form kugeliger Krystallaggregate aus. Nach dem Un. 
krystallisieren aus Wasser schmolz es bei 263° (korr.) unter Zers, 

A. Kossel gibt den Schmelzpunkt zu 227—228° an. 

C,H,,N,0, (219) Ber. C 32,88 H5,94 N 31,96 
Gef. ,, 32,70 99 9,09 9, 32,13. 

[a] = +0,75° x 3,2943 
> “1% 1,015 x 0,1170 
Hydrierung zu 1-Arginin. Die Lisung von 0,65 g d-Nitro- 
arginin in etwa 50°/,iger Essigsiiure wurde in Gegenwart von 
etwa 1 g Palladiumschwarz*) katalytisch hydriert. Nach der Auf- 
nahme yon 220 ccm Wasserstoff (760°, 0°, die einige Stunden 
dauerte, war die Hydrierung zum Stillstand gekommen. Der beim 
Verdampfen hinterbliebene Riickstand wurde in Wasser gelist, 
mit etwa 5 ccm 2n-Natronlauge und dann mit 1,2 g Benzaldehyd 
versetzt. Es wurden dabei 0,65 g Benzyliden-l-arginin*) vom 
Schmelzp. 204° erhalten. Eine Mischung mit reiner, aus Arginin 





= + 20,8° (gelést in 2 Mol. Salzsiiure). 





') Diese Z. 72, 489 (1911). 

*) Dargestellt aus Gelatine nach dem Benzaldehydverfahren von 
M. Bergmann u. L. Zervas, Diese Z. 172, 286 (1927). 

*) Tausz-Putnoky, Ber. chem. Ges. 52, 1576 (1919). 

*) M. Bergmann u. L. Zervas, Diese Z. 152, 282 (1926). 
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und Benzaldehyd dargestellten Benzylidenverbindung schmolz 
‘ebenfalls bei dieser Temperatur. Bei Uberfiihrung des aus Nitro- 
arginin durch Hydrierung erhaltenen Benzyliden - -arginins ins 
i Arginin-nitrat?) wurde ein Priparat von den in der Literatur 
-angegebenen physikalischen Konstanten erhalten. Schmelzp. 129 
| bis 132° (korr.), [@]?' = + 9,9° (in Wasser). 


Carbobenzoxy- l-nitroarginin. Die Lésung von 5,8 g 


'|-Nitroarginin in 26,4 ccm n-Natronlauge wurde wie iiblich bei 0° 
mit 7 g Benzylesterkohlensaurechlorid und 26,4 ccm 2 n-Natron- 


lauge unter Schiitteln wihrend 3/, Stunde gekuppelt. Beim An- 


giuern fiel die Substanz zuerst élig aus, wurde aber nach kurzer 
Zeit fest. Krystalle vom Schmelzp. 126° (korr.). Ausbeute 5,8 g. 


Das lufttrockene Priiparat verlor bei 3 tagigem Erhitzen auf 100° 


bei 0,1 mm tiber P,O, 4,7°/, an Gewicht. Fiir 1 Mol Krystall- 
_wasser berechnen sich 4,85 °/,. 


C,,H,,0.N; (853,2) Ber. C 47,57 H 5,42 N 19,83 
Gef. ,, 47,26 ,, 5,32  ,, 20,15. 


Beim Verestern des Carbobenzoxy-nitroarginins mit Diazo- 
methan oder mit methylalkoholischer Salzsiure bei tiefer Tempe- 


ratur entsteht in guter Ausbeute sein Methylester vom Schmelz- 
| punkt 125°. Es sind Versuche im Gange, um mit Hilfe des 
| Carbobenzoxy-l-nitro-arginins bzw. seines Esters das Arginin mit 
' seinem Carboxyl in Peptidbindung iiberzufiihren. 


Glycyl-l-arginin (IJ). — Carbobenzoxyglycyl-1-nitro- 


'arginin (J). Die Liésung von 3,2¢g d-Nitroarginin in 14,6 ccm 
_ n-Natronlauge wurde unter Kiskiihlung und Schiitteln mit einer 
iitherischen Liésung von 3,3 g Carbobenzoxyglycyl-chlorid und 


14,6 com n-Natronlauge in mehreren Portionen gekuppelt. Nach 
Abtrennung der Atherischen Schicht wurde die wabrige Lésung 


F stark angesiuert. Die ausgefallene Verbindung (5,3 g) schmolz 
_ nach der Umkrystallisation aus Eisessig—Wasser bei 145° (korr.). 


C,H ,0;,N, (410,14) Ber. C 46,83 H 5,37 N 20,49 

Gef. ,, 46,48 9) 0,36 9, 20,56. 
Glycyl-l-arginin-diflavianat. 3,3 g Carbobenzoxydipeptid 
wurden in warmem Hisessig gelést, mit 3,2 ccm 5n-Salzsiure 
versetzt und in Gegenwart von viel Palladiumkatalysator (etwa 2 g) 
unter Schiitteln zuerst in offener (Kohlensiureentwicklung) und 
spiter in geschlossener Apparatur hydriert, bis kein Wasserstoff 
mehr aufgenommen wurde. Die Lésung wurde im Vakuum ver- 


1) Vgl. Anm. 4, 8. 42. 
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dampft, wiederholt in Wasser gelést und wieder verdampft. Dj 
wiBrige Lésung gab beim Zusatz von iiberschiissiger Flaviansiur, 
langgestreckte Prismen oder Nadeln. Ausbeute sehr gut. Bein 
Erhitzen fangt die Substanz gegen 190° zu sintern an und zer. 
setzt sich erst gegen 220—225° (korr.). 

Zur Analyse wurde die Substanz aus flaviansiurehaltigey 
Wasser umkrystallisiert. Sie scheidet sich ab mit 2 Mol Krystal. 
wasser. 

C,H 90,,.N,9S.°2H,O (895,5) 
Ber. C 37,52 H 3,71 N 14,08 Amino-N 2357 
Gef. ,, 37,78 ,, 8,50 ,, 14,07 Ol 
Beim Erhitzen der Substanz auf 100° (0,2 mm iiber P,O,) verlor 
das Flavianat 4°/, an Gewicht. Fir 2H,O ber. 4,02 °/,. 

Glycyl-l-arginin-sulfat. Bei der auf bekannte Weise vor- 
genommenen Entfernung der Flaviansiure mit Baryt- und Schwefel- 
siure wurde ein Dipeptid-sulfat erhalten, das mit Methanol ver- 
rieben ein luftbestindiges krystallinisches Pulver bildete. 

(C,H,,0,N;),*H,SO,+2 H,O (596,5) Ber. N 23,50 Amino-N 4,7 
Gef. ,, 23,35 By 


Wie im theoretischen Teil dieser Arbeit ausgefiihrt ist, ge- 
lingt die Synthese des Glycyl-d-arginins auch durch Anwendung 
von Arginin an Stelle seines Nitroderivats, allerdings mit wenig 
befriedigender Ausbeute. 

Die Lésung von 6,6 g d-Arginin in 25 com Wasser wurde 
bei 0° unter Schiitteln mit 8,6 g Carbobenzoxyglycyl-chlorid und 
42 ccm n-Natronlauge in mehreren Portionen versetzt, dann mit 
5n-Salzsiure kongosauer gemacht, die Lésung oft durch Essig- 
ester ausgeschiittelt und die wifrige Schicht nach dem Ab- 
stumpfen mit Natriumacetat fast zur Trockne verdampft. Bei 
Aufnehmen des Riickstandes in wenig Wasser und bei starkem 
Abkiihlem schied sich Carbobenzoxy-glycyl-d-arginin als 01 ab, 
welches wiederholt mit kaltem Wasser gewaschen wurde. Aus- 
beute héchstens 1,8 g, die sofort unter Zusatz von 2,5 ccm 
2n-Schwefelsiure in Methanollisung katalytisch hydriert wurden. 
Beim Verdampfen und Behandeln des Riickstandes mit Methanol 
wurde Glycyl-l-arginin-sulfat (0,5 g) in Form eines luftbestandigen 


Pulvers erhalten. Bei der Uberfiihrung des Sulfats in das gut | 


krystallisierende Diflavianat (+ 2H,O) wurde ein Priaparat er- 
halten, das mit dem oben beschriebenen Diflavianat identisch war. 
Schmelzp. 220—225° unter Zersetzung. Gef.C 37,31 H4,93 N 14,40. 
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IV. Mitteilung: 
Spezifitat und Wirkungsweise der sogenannten Carboxy-polypeptidase. ») 


Von 


Max Bergmann, Leonidas Zervas und Hans Schleich. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1934.) 


Carboxy-polypeptidase hat ihren Namen erhalten, weil sie 
Polypeptide mit drei oder mehr Gliedern vom Carboxylende her 
hydrolytisch spaltet und weil sie zur Wirkung auf die Peptid- 
bindung die unmittelbare Nachbarschaft eines freien Carboxyls 
henétigt (EK. Abderhalden, E. Waldschmidt-Leitz). Dagegen 
hendtigt sie, im Gegensatz zur Dipeptidase, keine freie Amino- 
gruppe in unmittelbarer Nachbarschaft zur Peptidbindung. Im 
Gegenteil, eine freie Aminogruppe wirkt stérend und Dipeptide 
werden darum gewohnlich von Carboxy-polypeptidase nicht hydro- 
lysiert. 

Man weiB aber auch seit einer Reihe von Jahren, daB der 
Aktionsbereich der Carboxy-polypeptidase nicht auf Polypeptide 
beschrankt ist. Vielmehr wird Chloracetyl-l-tyrosin (I) mit solcher 
Leichtigkeit gespalten, daB es geradezu als Testsubstrat fiir 
Carboxy-polypeptidase beniitzt werden kann, 


I (Cl-CH,-CO-NH-CH(CH,-C,H,-OH)-COOH 
III Cl-CH,-CO-N(CH,):CH(CH,+C,H,-OH)-COOH 


Mit den Polypeptiden, die das eigentliche Substrat der 
Carboxy-polypeptidase sind, hat Chloracetyl-tyrosin die Atom- 
anordnung II gemeinsam 


if 
NH-CH ~<- a-Wasserstoff 
~ 
COOH 


Il SCH-CO 
| si 


o’- Wasserstoft 





*) III. Mitteilung voranstehend. 
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Die Frage ist, ob diese Gruppe in ihrer Gesamtheit fiir dic : 


Wirkung der Carboxy-polypeptidase notwendig ist, oder ob ei. 
zelne Atome entbehrlich sind. Am einfachsten ist diese Frag 
fir den Peptidwasserstoff, d.h. das an Stickstoff gebundene 
Wasserstoffatom zu beantworten. Wir haben uns nimlich Chlor. 
acetyl-N-methyl-l-tyrosin (III) synthetisiert, das sich von der Ver. 
bindung I nur dadurch unterscheidet, daB der Peptidwassersto( 
durch Methyl ersetzt ist, und haben gefunden, daB es in aus. 
gesprochenem Gegensatz zu Verbindung I von Carboxy-poly. 
peptidase nicht angegriffen wird. Mithin ist der Peptid. 
wasserstoff fiir die Wirkung der Carboxy-polypeptidase 
unentbehrlich, genau so unentbehrlich wie fiir die Wirkung 
der Dipeptidase. 

Die nachste Frage ist, ob Carboxy-polypeptidase bei ihrer 
Wirkung auf die Anwesenheit des «’-Wasserstoffatoms verzichten 
kann. Schon in einer friiheren Mitteilung) haben wir einen 
Befund mitgeteilt, der hierhin gehéren diirfte, daB nimlich Pymn- 
voyl-d,l-phenylalanin ([V) von Carboxy-polypeptidase schnell 
hydrolysiert wird. 


IV CH,-CO-CO-NH-CH(CH,-C,H,): COOH 


Wir schlieBen daraus, daf fiir die hydrolytische Wir- 
kung der Carboxy-polypeptidase das «a’-Wasserstoff- 
atom entbehrlich ist. 

Mit dieser Entbehrlichkeit des «’-Wasserstoffatoms steht in 
bester Ubereinstimmung, daB bei solchen Di- und Polypeptider, 
die a’-Wassersoff enthalten und die von Carboxy-polypeptidase 
gespalten werden, die riumliche Lage des «’-Wasserstoffs 
nebensachlich ist. 1-Tyrosyl-l-tyrosin und d-Tyrosyl-l-arginin 
werden mit gleicher Leichtigkeit von Trypsin gespalten und man 
wird kaum fehlgehen mit der Annahme, daB auch im letzteren 
Falle Carboxy-polypeptidase das wirksame Agens ist”). Auch im 
Schrifttum ist wiederholt*) berichtet worden, daB solche Poly- 
peptide von Carboxy-polypeptidase gespalten werden, die am 





1) Diese Z. 207, 235 (1932). 

2) Immerhin muB natiirlich noch die Méglichkeit in Betracht gezogen 
werden, da8 hier ein anderes Ferment wirksam ist, z. B. die sogenannte 
Protaminase von E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, Diese Z. 19%, 
219 (1931). 

®) Vgl. W. Grassmann in Handbuch der Biochemie des Menschen 
und der Tiere, 2. Aufl., Ergiinzungsband (Verlag G. Fischer, Jena 1930). 
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Carboxylende eine optisch-aktive natiirliche Aminosiure enthalten, 
aber in direkter Nachbarschaft dazu den Antipoden einer 
natiirlichen Aminosiure. Ist dagegen die Aminosiure am Carb- 
oxylende der Antipode einer natiirlichen Aminosiure, so wird 
die Wirkung der Carboxy-polypeptidase inhibiert. Das a-Wasser- 
stoffatom muB eine bestimmte riumliche Lagerung auf- 
weisen. 

Zusammenfassend labt sich also sagen, da fiir die Wirkung 
der Carboxy-polypeptidase die folgende Atomgruppe in der an- 
cegebenen Konfiguration notwendig ist: 


COOH 
| 
V X-CO-NH—C—H 
| 
R 


Aber diese Atomgruppe ist nicht allein ausschlaggebend. Es 
spricht vielmehr die Natur des Restes X in entscheidender Weise 
mit. Wenn R-CO der Rest einer natiirlichen Aminosiure ist, 
also eine freie Aminogruppe enthilt, so wird die Wirkung der 
Carboxy-polypeptidase im allgemeinen unterbunden. Die grofe 
Mehrzahl der Dipeptide wird von Carboxy-polypeptidase nicht 
gespalten. Nur bei den schon weiter oben erwahnten 'T'yrosyl- 
peptiden, dem 1-Tyrosyl-l-tyrosin und dem d-Tyrosyl-l-arginin, 
sind wir dem Fall begegnet, da Dipeptide trotz der Anwesen- 
heit der freien Aminogruppe durch Carboxy-polypeptidase ge- 
spalten werden. Andererseits haben wir bei der 1-Tyrosyl- 
l-asparaginsiure keine Spaltung festgestellt, wie schon in der 
vorstehenden III. Mitteilung angegeben wurde. 

Aus der Notwendigkeit des Peptidwasserstoffs schlieBen wir, 
genau wie im Fall der Dipeptidase, da Carboxy-polypeptidase 
ihre Wirkung auf die Peptidbindung mit einer Uberfiihrung der- 
selben in die Imidform einleitet. Es handelt sich dabei um die 
Peptidbindung, die zunichst dem Carboxylende des Peptid- 
molekiils liegt. Polypeptide, die von Carboxy-polypeptidase ge- 
spalten werden, miissen demnach eine der beiden folgenden An- 
ordnungen VI und VII annehmen. 


VI —CO—NH-CHR’—C—OH Vil neg eT 
4 CHR-COOH N—CHR-COOH 


Diese beiden Formeln sind ganz analog jenen Dipeptidformeln 
VIa und VIIa, die wir in der 3. Mitteilung als Substrate der 
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Dipeptidase zur Diskussion gestellt hatten mit dem Ergebnis, 
daB Dipeptidase nur auf die Anordnung analog VIIa spaltend 
wirkt. 

Via NH,-CHR’—C—OH Vila HO—C—CHR’-NH, 


| 
N—CHR-COOH N—CHR.- COOH 


Wenn wir unter den Anordnungen VI und VII diejenige aus. 
wihlen wollen, die als Substrat fir Carboxy-polypeptidase in 
Frage kommt, so greifen wir auf die zuvor erwdhnte Tatsache 
zuriick, daB Carboxy-polypeptidase auch manche Dipeptide z 
spalten vermag, daB sie aber gegen die iiberwiltigende Mehrzah| 
der Dipeptide wirkungslos bleibt. Wir wollen also Carboxy-poly- 
peptidase vergleichen mit Dipeptidase. Beide verbinden sich mit 
dem Carboxyl der Dipeptide, beide brauchen den Peptidwasser- 
stoff, aber sie unterscheiden sich im Verhalten gegen die Amino. 
gruppe. Dipeptidase braucht die Aminogruppe, verbindet sich 
damit, muB sie also, wie in der 3. Mitteilung dargelegt, riumlich 
nahe beim Carboxyl haben, entsprechend VIla. Carboxypolypepti- 
dase dagegen wird durch die Aminogruppe in der Wirkung ge- 
hemmt. Diese Hemmung wird aufgehoben, wenn in den Dipep- 
tiden die Aminogruppe durch Benzoyl oder dgl. besetzt wird; in 
diesem Fall wird das so veriinderte Peptid zu einem Substrat 
der Carboxypolypeptidase. 

Die Mehrzahl der Dipeptide bevorzugt in der Imidform die 
Anordnung VIIa, bringt also den hemmenden EinfluB der Amino- 
gruppe auf das am Carboxyl gebundene Ferment zur Geltung und 
wird darum von Carboxy-polypeptidase nicht gespalten. Nur jene 
wenigen Dipeptide, welche (mit der Unterstiitzung des Enzyms) 
die gegenseitig anziehende Kraft von Aminogruppe und Carboxyl 
iiberwinden kénnen und darum Anordnung Via bilden kénnen, 
werden von Carboxy-polypeptidase gespalten. Carboxy-polypepti- 
dase ist demnach fir die Spaltung von Dipeptiden der Anord- 
nung Via zustandig, dagegen auf die Anordnung Vila unwirksam 
und bei Dipeptidase ist das gerade umgekehrt. Die beiden En- 
zyme hiatten also eine sachliche Beziehung zueinander, von der 
man bisher nichts wissen konnte und die erst auf Grund unseres 
neuen synthetischen Peptidmaterials und unserer Beobachtungen 
tiber die Rolle des Peptidwasserstoffes erkennbar wurde. 

Es ist noch notwendig, darauf hinzuweisen, daB sich die 
Anordnungen VIa und VIIa nicht gegenseitig ausschlieBen. Ge- 
rade das 1-Tyrosyl-l-tyrosin, das von Dipeptidase schnell und von 
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Carboxy-polypeptidase langsamer gespalten wird, ist ein Beispiel 
dafiir,, daB ein Dipeptid in den beiden verschiedenen Anordnungen 
auftreten kann. Im Tyrosyl-tyrosin ist verstiindlicherweise die 
gegenseitige Anziehung von Aminogruppe und Carboxyl noch 
vorhanden und wirksam (VIIa), aber sie ist durch den Oxy- 
phenylrest schon so geschwicht, daB auch die Anordnung Vla 
in begrenztem AusmaB gebildet werden kann. Ist aber im Rest 
CHR-COOH eine zweite ausgesprochen saure Gruppe vorhanden, 
wie das bei der 1-Tyrosyl-l-asparaginsiure mit ihren beiden 
Carboxylen der Fall ist, so tiberwiegt wieder deren anziehende 
Wirkung auf die Aminogruppe; es wird so stark vorwiegend Vila 
gebildet und Vla tritt so weit zuriick, da unter unseren iiblichen 
Versuchsbedingungen keine Spaltung durch Carboxy-polypeptidase 
zu bemerken ist. Dipeptidase ist dagegen gut wirksam'). Man 
bemerkt hier den Einflu& der Ladungsverteilung innerhalb des 
Peptidmolekiils auf das fermentative Verhalten und lernt ihn raum- 
chemisch verstehen. 

Von den Dipeptiden, die in der Anordnung Via durch Carboxy- 
polypeptidase spaltbar sind, kénnen wir auf die Polypeptide 
schlieBen und sagen, daB Anordnung VI (nicht aber VII) diejenige 
ist, die von Carboxy-polypeptidase hydrolysiert wird. In VI findet 
das Ferment alles das riumlich nahe beisammen, was es fiir seine 
Aktion braucht, niimlich Carboxyl, Peptidbindung bzw. Peptid- 
hydroxyl und «-Wasserstoff in bestimmter riiumlicher Anordnung 
am a@-Kohlenstoff. Formel VI macht andererseits verstiindlich, daB 
die Konfiguration des «’-Kohlenstoffes gleichgiiltig ist und dab 
dort c’-Wasserstoff iiberhaupt entbehrt werden kann. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir ganz ergebenst fiir die Gewihrung von Mitteln zu 
dieser Arbeit. 

Versuchsteil. | 

Chloracetyl-N-methyl-1l-tyrosin-methylester. 5,3 g Methyl-l- 
tyrosin’?) werden in 25 ccm Methanol durch Einleiten von Chlor- 
wasserstoffigas ohne Kihlung verestert, die Lésung unter geringem 
Druck verdampft und die ganze Operation wiederholt. Nach dem 
Verdampfen hinterblieb das Methylesterchlorhydrat als hellgelber 
Sirup. Er wurde mit wenig Wasser aufgenommen, mit Kssigester 





1) Experimentelle Angaben finden sich in der voranstehenden Ab- 


handlung. 
*) E. Fischer u. W. Lipschitz, Ber. chem. Ges. 48, 360 (1915). 
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versetzt und durch Zugabe von Pottasche unter Kiihlung dey 
Ester in Freiheit gesetzt. Die Essigesterlisung wurde abgetrennt 
und nach dem Trocknen mit einer Lésung von '/, Mol Chlor- 
acetyl-chlorid in Essigester versetzt. Nach kurzem Stehen wurde 
1/, Mol Sodalésung und ein weiteres 1/, Mol Chloracetyl-chlorid 
(in Essigesterlésung) zugefiigt. Die Essigesterlésung wurde ab- 
gehoben, mit verdiinnter Salzsiure, Bicarbonatlésung und wieder 
mit verdiinnter Salzsiure gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet 
und eingeengt. Das Kupplungsprodukt hinterblieb als Sirup, der 
beim Verreiben mit Petrolither zu Krystallen erstarrte. 2,8 g. 

Zur Reinigung wurde in wenig Essigester gelést und mit 
Petrolither wieder abgeschieden. Kleine farblose Tifelchen vom 
Schmelzp. 108° (korr.). 

0,1023 g Subst.: 0,2050 g CO,, 0,0530 g H,O. — 17,280 mg Subst.: 
0,328 cem N (24°, 752 mm). — 0,1180 g Subst.: 0,0601 g AgCl. 

C,,H,,0,NCI (285,60) Ber. © 54,62 H 5,65 N 4,91 Cl 12,41 

Gef. ,, 54,65 ,, 5,80 ,, 5,12 ,, 12,60. 

Chloracetyl-N-methyl-l-tyrosin. Zur Verseifung wurden 2,3 ¢g 
des eben beschriebenen Esters in 2 Mol n-Natronlauge gelist. 
Nach 10 Minuten wurde die Lisung mit 5n-Salzsiiture kongosauer 
gemacht und mit Essigester extrahiert. Der Auszug wurde mit 
verdiinnter Salzsiure gewaschen, getrocknet und schlieBlich ver- 
dampft. Es hinterblieb ein Sirup der beim Verreiben mit Petrol- 
ither erstarrt. Der Petrolither wird abgegossen und mit Ather 
verrieben. Es wurden 1,6 g kleine farblose Prismen erhalten, 
die in Benzol schwer, in Wasser mit Essigester aber leicht lis- 
lich waren. 

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt in Essigester gelést 
und mit Petrolather gefillt. Farblose Prismen, die bei 135° 
(korr.) schmelzen, 

0,1255 g Subst.: 0,2430 g CO,, 0,0602 g H,O. — 8,490 mg Subst.: 
0,397 ecm N (24°, 752 mm). — 0,1011 g Subst.: 0,0545 g AgCl. 

C,,H,,0,NCI (271,60) Ber. C 53,02 H 5,20 N 5,16 Cl 13,05 

Gef. ,, 52,81 ,, 5,36 ,, 5,22 ,, 18,33. 
— 2,80° x 3,0739 


18 — ie —— 97 70 ° ' 
lolb” = 7X 1,005 x 0,0876 1,7" (in Wasser) 





Um das Verhalten der neuen Verbindung gegen Fermente 
zu priifen, wurde die Kinwirkung eines Auszuges aus Schweine- 
darmschleimhaut und die einer Trypsinlésung beobachtet. Die 
Verfolgung der Hydrolyse erfolgte nach dem alkalimetrischen 
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Mikro-Verfahren von Grassmann und Heyde’). 





d1 






Der Darm- 


schleimhautextrakt kam roh zur Anwendung. Das Trypsin wurde 
aus einem Glycerinauszug von Pankreatin durch 5 maliges Adsor- 
pbieren mit Tonerde C, als Restlésung erhalten. Die Spaltungsansitze 


verblieben wihrend der Reaktionszeit bei 30°. 


Der Carboxyl- 


guwachs wurde jeweils in 0,2-ccm-Proben mit n/100 KOH ge- 
messen. (Weitere methodische Einzelheiten vgl. bei den Angaben 


S, 26 der vorigen Abhandlung.) 
Spaltungen mit Trypsin. 






































Millimol Zeit = — " 
Substrat in Pu in awe g ie 
1,0 ccm Stdn. | Zuwachs mens 
d,l-Leucyl-glycin. . ... 0,06 7,8 2 0,02 0 
d,l-Leucyl-glycyl-glycin . 0,05 7,0 2 0,02 0 
Chloracetyl-l-tyrosin . . . 0,05 7,4 2 0,46 46*) 
Chloracetyl-l-methyltyrosin 0,05 7,4 2 0,02 0 
desgl. 0,05 7,4 4 0,02 0 
*) Tyrosinabscheidung. 
Spaltungen mit Darmschleim. 
Millimol Zeit | Zuwachs 0/ 
Substrat in ioe in fiir _ 4 
1,0 eem Stdn.} 0,2 cem | °P# ae 
Glyeyl-glyecin ...... 0,05 7,8 1 0,48 48 
2 0,68 68 
d,l-Leucyl-glyeyl-glycin. . 0,05 7,0 4 1,21 121 
Chloracetyl-l-methyltyrosin 0,05 7,4 2 —0,01 0 
7,4 4 | —0,02 0 














') Diese Z. 183, 32 (1929). 
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Notiz tiber synthetische Zucker—Aminosdureverbindungen. 
Von 
Max Bergmann, Leonidas Zervas und Johan Overhoff. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1934.) 


Im Hinblick auf das Vorkommen von Kohlehydraten in natiir- 
lichen Proteinen haben wir vor einiger Zeit die Synthese von 
Aminosiureverbindungen des Glucosamins ausgefiihrt. Wir gehen 
in dieser Mitteilung einen Schritt weiter, indem wir die Ver- 
bindungen stickstofffreier Zucker mit Aminosiuren durch unser 
Carbobenzoxyverfahren der Synthese zugiinglich machen. 

Fiir die Synthese der 1-Glycyl-d-glucose kombinieren 
wir das Carbobenzoxyverfahren mit einem Verfahren zur Be- 
reitung von |-Acyl-glucosen, das vor wenigen Jahren L. Zervas’) 
angegeben hat. Es geht aus von der Benzyliden-d-glucose (I), 
Ihre Natriumverbindung haben wir mit Carbobenzoxy-glycyl- 
chlorid vereinigt zur 1-Carbobenzoxyglycyl-benzyliden-glucose (IJ). 


a 
| | 
I CH, - CH - CH.CH(OH)-CH(OH).CH-OH 


| | 
O-CH(C,H,)- 0 





O ' 
[ | 
Ii CH, + CH - CH-CH(OH)-CH(OH)-CH-O0-CO-CH,-NH-Cbzo 


| | 
O-CH(C,H,) -O 





O — 
| | 
III CH,(OH)-CH.CHOH)-CH(OH)-CH(OH)-CH-0-CO-CH,-NH, 








O nanan 
[ | 
IV CH,(OH)- CH-CH(OH)-CH-CH-CH-0-CO-CH,-NH, 
= 
NH, -CH,+CO-O O-CO-CH,-NH, 
Cbzo = C,H, ° CH, a O ® CO. 





') Ber. chem. Ges. 64, 2289 (1931). 








en. 
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Durch katalytische Hydrierung konnten wir den Carbobenzoxyrest 
zugleich mit dem Benzylidenrest abspalten und die 1-Glycyl- 
elucose (III) als Sulfat zur Analyse bringen. 

' Yur Bereitung von 1,2,3-Triglycyl-d-glucose (IV) sind wir 
yon der gleichen Benzyliden-glucose (I) ausgegangen. Wir haben 
sie mit 3 Molekiilen Carbobenzoxy-glycylchlorid in Gegenwart 
yon Pyridin acyliert und dann katalytisch hydriert. 

In unseren Glycyl-glucosen sind der Pyranring und die 
anderen strukturellen Einzelheiten durch den Weg der Synthese 
sichergestellt ?). 

Versuchsteil. 


1-(Carbobenzoxy-glycyl)-4, 6-benzyliden-glucose (Formel II). Zur 
Verwendung kamen 5,8 g frisch bereitete Natriumverbindung aus 
reinster Benzylidenglucose”?) vom Schmelzp. 187° in 40 ccm eis- 
kaltem Wasser und 4,5 g reines, aus Ather—Petroliither krystalli- 
siertes Carbobenzoxy-glycylchlorid*) in 40 ccm wasserfreiem Ather 
von —5° Beide Lésungen wurden vermischt und 10 Minuten 
bei —5° bis 10° miteinander geschiittelt, wobei das Kuppelungs- 
produkt als schwammige Masse ausfiel. Nach dem Absaugen 
und Waschen mit Wasser und Ather wog das Rohprodukt 5 g. 
Ks wurde erst aus Alkohol, dann aus Essigester krystallisiert. 
Dabei ging die Menge auf etwa 2¢ zuriick. Schmelzp. 180° (korr.). 
Die Substanz krystallisiert manchmal in Tafeln, manchmal in 
Nidelchen, die durch Impfen ineinander umgewandelt werden 
kénnen und sich im Schmelzpunkt nicht unterscheiden. 
Zur Analyse war bei 78° und 0,2 mm iiber P,O, getrocknet. 
0,1020 g Subst.: 0,2245 g CO,, 0,0474g¢ H,O. — 11,59 mg Subst.: 
0,322 com N (20°, 756 mm, nach Preg)). 
C,3H,,0,N (459,3) Ber. C 60,09 H 5,44 N 8,05 
Gef. ,, 60,03 ,, 5,20 ,, 3,22. 
1-Glycyl-d-glucose (Formel III). Die Lésung von 4,1 g der 
eben beschriebenen Carbobenzoxy-benzylidenverbindung in Kis- 
essig wurde mit 4,5 ccm 2 n-Schwefelsiure versetzt und in Gegen- 
wart von Palladiumschwarz unter Durchleiten von Wasserstoff 
geschiittelt, zuerst im offenen Gefi® und dann, nach Beendigung 





') Wir weisen darauf hin, daB bei Verbindung IV die Méglichkeit 
einer Aminoacylwanderung von einem der mittleren sekundiren Hydroxyle 
zu der primiiren Hydroxylgruppe besteht. 

*) Ber. chem. Ges. 64, 2298 (1931). 
*) Ber. chem. Ges. 65, 1195 (1932). 
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der Kohlensiureentwicklung im geschlossenen HydriergefaB, bis 
kein Wasserstoff mehr aufgenommen wurde (Abhydrieren de; 
Benzylidenrestes). Dann wurde filtriert, mit viel Aceton versetzt 
und das ausgefillte Ol oft mit absolutem Alkohol verrieben, bis 
es fest wurde. Zur Reinigung wurde in wenig Wasser gelist, 
mit Athanol gefillt und das abgeschiedene Ol durch Verreiben 
mit demselben Mittel in den festen Zustand iibergefiihrt. Aus. 
beute 80°/, d. Th. Das Sulfat hat keinen definierten Schmelz. 
punkt, sondern fingt etwa bei 110° an zu sintern und zersetzt 
sich bei weiterem Erhitzen unter Dunkelfirbung. 


Zur Analyse wurde bei 20° und 0,2 mm iiber P,O, getrocknet. 


0,1240 g Subst.: 0,1525 g CO,, 0,0607 g H,O. — 5,590 mg Subst.: 
0,218 cem N (20°, 745mm, nach Pr eg]). — 0,1201 g Subst.: 0,0402 g¢ BaSO,, 
(C,H,,;0,N),-H,SO, (572,38) Ber. C 33,55 H 5,64 N 4,89 S 5,60 
Gef. ,, 33,54 , 5,58 , 4,45 ,, 5,18. 


+0,38° x 4,4008. 
2x 1,01 x 0,0649 





(«]3? = = + 12,8° (in Wasser). 

Das Sulfat ist ein farbloses Pulver, das bei schwacher Ver- 
gréBerung keine deutliche Krystallstruktur erkennen laBt. Ks 
zerflieBt nicht an der Luft. 


1, 2,8-(Tri-carbobenzoxyglycy])-4, 6-benzyliden-d-glucose. Die ab- 
gekiihlte Lésung von 2,3 g Benzyliden-glucose in 10 ccm wasser- 
freiem, reinem Chloroform wurde erst mit 1,6 ccm wasserfreiem 
Pyridin und dann mit einer Lésung von 3,4 g Carbobenzoxy- 
glycylchlorid in 20 ccm Chloroform versetzt. Nach 20 Minuten 
wurde die schwach gelbe Fliissigkeit mit mehr Chloroform ver- 
diinnt und nacheinander mit verdiinnter Salzsiure, mit Bicarbonat- 
lésung und mit Wasser gewaschen und dann getrocknet. Beim 
Versetzen mit Petrolaither schied sich das Reaktionsprodukt als 
dickes Ol ab, das bald fest wurde. Es wurde 2 mal aus Athanol 
krystallisiert. Schmelzp. 96°. 


Zur Analyse wurde bei 78° und 0,2 mm itiber P,O, getrocknet. 


0,1058 g Subst.: 0,2372 g CO,, 0,0467 g H,O. — 6,460 mg Subst.: 
0,284 cem N (24°, 751 mm, nach Preg)). 
C,sH,,0,;N, (841,3) Ber. C 61,33 H5,15 WN 4,99 
Gef. ,, 61,15 ,, 4,95 ,, 4,99. 


1,2,8-Triglycyl-d-glucose (Formel [V). 4g der vorstehenden 
Verbindung wurden unter Erwiirmen in Eisessig gelést, in ein 
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geeignetes SchiittelgefaB eingetragen, nach dem Erkalten mit 
7,15 ccm 2n-Schwefelsiure versetzt und in Gegenwart von viel 
Palladiummohr (etwa 2,5 g) hydriert erst unter Durchleiten von 
Wasserstoff zum Herausspiilen der gebildeten Kohlensiure, dann 
im verschlossenen GefaiB, solange noch Wasserstoff aufgenommen 
wurde. Dann wurde die filtrierte Fliissigkeit mit Aceton gefiallt. 
Das élig abgeschiedene Sulfat der Triglycyl-glucose wurde beim 
Verreiben mit Alkohol bald fest. WeiBes, an der Luft nicht 
zerflieBendes Pulver, das bei der Betrachtung im gewéhnlichen 
Mikroskop keine deutliche Krystallstruktur erkennen abt. Aus- 
beute etwa 1,9 g. 


Zur Analyse wurde aus wiiBriger Lésung mit Methanol gefillt, mit 
Methanol verrieben und bei 20° und 0,2 mm iiber P,O,; getrocknet. 


0,1286 g Subst.: 0,1390 g CO,, 0,0606 g H,O. — 6,330 mg Subst.: 
0,443 eem N (20°, 748 mm, nach Preg]). — 0,1210 g Subst.: 0,0650 g BaSQ,. 
(C,.H,,0,Ns3), ? 3H,SO, (996,6) 
Ber. C 28,90 H 4,83 N 8,43 S 9,65 
Gef. ,, 29,48 y D527 » 8,00 yy 1,38. 


Die unscharfen Werte hiingen offenbar mit einer teilweisen 
Abgabe der Schwefelsiure zusammen. Immerhin kann an der 
Natur der Verbindung kein Zweifel bestehen. 
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Uber die Aktivierung des Papains 
durch Vitamin C (Ascorbinsadure) oder Vitamin C—Eisen. (III) 


Von 
Ernst Maschmann und Erica Helmert. 





(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1934.) 


Kathepsin der Leber wird nach P. Karrer und F.Zehender?) 
durch Vitamin C (Ascorbinsiure) aktiviert. Das Aktivierungs- 
vermégen der Ascorbinsiure gegeniiber Kathepsin kann, wie 
EK. Maschmann und E. Helmert?) und danach H. v. Euler, 
Karrer und Zehender’) gefunden haben, durch Eisen verstiirkt 
werden. Die Aktivierbarkeit des Enzyms durch Vitamin C fanden 
wir abhingig von der Herkunft des Kathepsins. Wir bemerken, 
daB diese Befunde an Gelatine als Substrat erhoben wurden. Ks 
ist méglich, daB, wie z. B. auch die nachfolgenden Beobachtungen 
am System Papain—Vitamin C bzw. Vitamin C—EKisen—Pepton zeigen, 
an anderen Substraten abweichende Feststellungen gemacht werden. 

Papain, wie es im Papayotinum Merck (1: 100), (1: 350) und 
im Papainum puriss. Witte vorliegt*), wird nach Maschmann 
und Helmert?) durch Vitamin C gehemmt, durch Vitamin C 
und Eisen aktiviert. Ascorbinsaiure und Hisen wirken auf Papain 
(d. h. auf den Enzymkomplex) mit mefbarer Geschwindigkeit ein. 
Deshalb erkennt man die Aktivitiitserhéhung erst nach mehr- 
stiindiger Versuchsdauer, wenn das Enzym mit Vitamin C, Hisen 





1) I. Mitteilung, Diese Z. 222, 207 (1933), und zwar S. 214; II. Mit- 
teilung, im Druck. 

*) Helvet. chim. Acta. 16, 701 (1933). 

5) Helvet. chim. Acta. 17, 157 (1934). 

*) Alkoholgefialltes Papain M. (1: 350) wird durch Ascorbinsiure-Eisen 
nur noch geringfiigig, mit H,O, behandeltes Papain nicht mehr aktiviert 
(Gelatine als Substrat). In der wiiBrig-alkoholischen Liésung, die sauer 
reagiert und wenig SH-Stoffe enthilt, verbleibt ein Begleitstoff, der zur 
Aktivierung notwendig ist. Wird er den Priparaten wieder hinzugesetzt, 
dann erfolgt Aktivierung. Die hellgelbe Mutterlauge firbt sich rosa. Diese 
Farbe verschwindet auf Hydrosulfit-, H,S- oder Ascorbinsiurezusatz und 
wird durch O, regeneriert. Diese Substanz scheint auch in manchen Sub- 
straten (Ovalbumin und Pepton—Witte) enthalten zu sein (Flavin?). 
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und dem Substrat zugleich in Beriihrung gebracht wird. LaBt man 
Vitamin C—Eisen auf den Enzymkomplex eine gewisse Zeit ein- 
wirken}), bevor dieser zum Substrat gegeben wird, dann spaltet 
das Enzym Gelatine ebenso rasch und weitgehend auf wie in 
Anwesenheit von Cystein (vgl. Tab. 2). Die Wirkung von Vitamin— 
Eisen auf Papain hat demnach formale Abnlichkeit mit der Be- 
ziehung zwischen Blausiure und Papain einerseits und zwischen 
Enterokinase und Trypsin andererseits. Es handelt sich aber im 
yorliegenden Falle, d.h. bei der Reaktion zwischen Enzymkomplex 
(Papain—Begleitstoffe) und Vitamin C—EKisen, sicher nicht um eine 
Anlagerung *). Diese Beobachtungen gelten fiir Versuche mit 
Gelatine oder Gelatinepepton als Substrat. 

Wir haben weiter gezeigt*), da8 im System Papain—Vitamin O— 
Kisen—Gelatine, das Metall weder durch Mangan noch durch Kupfer 
vertreten werden kann, und ,,daB die ,antiproteolytische‘ Wirkung 
von 2,5 y Cu ausreicht, um die ,aktivierende‘ Wirkung von 7,3 mg 
Ascorbinsiure und 2,3 mg Kisen zu ,neutralisieren‘“, H. v. Kuler, 
Karrer und Zehender‘) haben beim Kathepsin gefunden, dab 
Cuprisalze, in den von ihnen gewahlten Konzentrationen, das Enzym 
auch in Anwesenheit von Ascorbinsaure nahezu vollstindig hemmen. 
Sie halten es nicht fiir ausgeschlossen, dai geringere Quantititen 
Kupfer férdernd wirken, was nach unseren Beobachtungen am 
Papain sehr unwabhrscheinlich ist. Im Gegensatz zur Meinung 
dieser Forscher steht unsere begriindete Annahme, daB Ascorbin- 
siiure nicht so wie Cystein ,,entgiftend* wirken kann. Ein wesent- 
licher Unterschied im Wirkungsvermégen des Cysteins usw. und 
des Komplexes Vitamin—Eisen im System Papain—Aktivator—Gela- 
tine, besteht darin, daB SH-Aktivatoren die ,,antiproteolytische“ 
Wirkung von Schwermetallen aufheben, wihrend der Komplex es 
nicht oder nicht in dem Mae vermag. 

Um beurteilen zu kénnen, ob Vitamin C bzw. Vitamin C—Hisen 
allgemeinere Bedeutung als ,,Aktivator“ besitzen, muB das Ver- 
halten der Proteinase verschiedenster Herkunft und verschiedenen 
Reinheitsgrades in Anwesenheit der Ascorbinsiiure gegeniiber 
nativen und denaturierten Proteinen und Peptonen untersucht 
werden. Als weiteren Beitrag hierzu, berichten wir im folgenden 


’) Dabei entstehen keine nachweisbare Mengen SH-Verbindungen. 

*) Die ,,Aktivierung“ erfolgt iiber einen anscheinend licht- und sauer- 
stoffempfindlichen Begleitstoff, dessen Isolierung angestrebt wird. 

°) Diese Z. im Druck (3. Jan. 1934). 

‘) a. a. O. (30. Dez. 1933). 
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iiber Beobachtungen am System Papain—Vitamin C bzw. Vita- 
min C—Kisen—Pepton. Wenn auch die Spaltungswerte in unseren 
friiheren Versuchen mit Gelatine als Substrat auf eine tiefgreifende 
Hydrolyse der Gelatine hindeuten, so war die ,,Erweiterung des 
Spezifitiitsbereiches“ des Papains durch Ascorbinsiiure—Eisen an 
Peptonen selbst noch nachzuweisen. Wir benutzten zu diesen 
Versuchen Papayotinum Merck (1:350) und Papainum puriss, 
Witte als Enzymmaterial, Pepton-Witte und Gelatinepepton als 
Substrate. 

Pepton- Witte wird von den beiden Enzympriparaten prak- 
tisch kaum angegriffen. Erst Vitamin C, besser noch Vitamin C- 
Hisen erméglichen es dem Papain, das Substrat weitgehend ab- 
zubauen. Hs ist bemerkenswert, dai im System Papain—Vitamin (— 
Pepton-Witte, schon Ascorbinsiure allein geniigt, um das Enzym 
zu ,aktivieren“, Auch in diesem Falle setzt die Aktivitiits- 
erhéhung erst sehr spiit ein, wihrend in Anwesenheit von Eisen 
die ,,Inkubationszeit“ stark abgekiirzt ist. Kine Vorbehandlung 
des Papains mit Ascorbinsiure—Kisen erhéht nicht die Hydrolyse- 
geschwindigkeit. Da Fibrin Ausgangsmaterial fiir Pepton-Witte 
sein soll, werden wir priifen, ob nicht auch Fibrin durch Papain in 
Anwesenheit von Ascorbinsiure allein tiefgreifend hydrolysiert wird. 

Gelatinepepton wird von den beiden Enzympriparaten 
merklich hydrolysiert. Wihrend im System Papain—Vitamin C— 
Gelatinepepton das Vitamin hemmend wirkt, vermag Papain in 
Anwesenheit von Vitamin—Hisen das Substrat fast so weitgehend 
abzubauen wie in Gegenwart von Cystein. Eine mehrstiindige 
Vorbehandlung des Enzympriparates mit Vitamin—Kisen bewirkt, 
daB nun auch das Enzym ebenso rasch Gelatinepepton zu 
hydrolysieren vermag wie in Anwesenheit von Cystein (vel. 
Tab. 3). Diese Befunde stehen in EKinklang mit unseren Beob- 
achtungen am System Papain—Vitamin C bzw. Vitamin C—Kisen- 
Gelatine. 

Versuchsteil. 


Enzym: a) Papayotinum Merck (1: 350); b) Papainum puriss. Witte. 
1 g des Priiparates wurde mit 30 ccm (doppelt destilliertem) Wasser 1/, Stunde 
bei 30° digeriert, die Suspension filtriert, der Riickstand gewaschen und das 
Filtrat auf 50 cem aufgefiillt. 1 ccm der Loésungen enthielt a) 15,4 mg, 
b) 15,6 mg feste Substanz. Da wir fiir den 10 cem-Spaltungsansatz 0,40 ecm 
Enzymlésung nahmen, kamen jeweils a) 6,1, b) 6,2 mg ,,Papain“ zur Ver- 
wendung. Das erste Enzympriparat ist wirksamer als das zweite. 

Substrat: a) Pepton-Witte enthilt verhiltnismaBig viel Schwefel, und 
zwar in der Disulfidbindung. Es ist nicht restlos in Wasser léslich. Die 
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ita- 7°,ige Peptonlésung wurde mit n-Essigsiure auf ungefihr py, = 5 ein- 
re] gestellt. Fiir den 10 cem-Ansatz wurden 6 ccm Substratlésung angewandt. 
a b) Gelatinepepton von F. Witte. Es lést sich fast restlos. Die 7°/,ige 
nde & Lisung wurde ebenfalls mit n-Essigsiiure auf ungefihr py = 5 ein- 
des gestellt. 
an & Ascorbinsd&ure: Ein Priparat der Firma ,,Chinoin“ Ujpest (Ungarn). 
een Methode: Vgl. R. Willstatter und W. Grassmann?. Ermittelt 
‘18S, wurde der Acidititszuwachs nach R. Willstitter und E. Waldschmidt- 
als Leitz. Normalansatz: 0,40 cem Papainlésung, 6,00 cem Substratlésung, 1 ecm 
Citratpuffer (pq = 5) und Wasser ad Vol. 10 cem. Fe = FeSO,-7H,0. 
ak Titrationsprobe 2,00 ccm. 
Ci Wir fassen einige Ergebnisse dieser Versuchsreihe in der folgenden 
ab Tabelle zusammen. 
= 
Tabelle 1. 
ym 
its- 
sen TFusiitee Acidititszuwachs ws ecm 
ing Papain zum Substrat _ re nach — = 
se- Normalansatz , | 8 99 
tte 3 A ——— —s Se = 
in Papayo- _ Pepton, 0,02 | 006 | 0,22 
rd tinum 5 mg Cystein Witte 0,58 | 1,00 2,20 
we Merck 7,3 mg Vit. C * —0,01 0,09 | 0,98 
bite (1 : 350) 7,3 mg Vit. C 0,32 | 0,59 | 1,45 
— + 11,5 mg Fe | | 
in Papain — ” 0,04 | 008 | 0,19 
nd & puriss. 5 mg Cystein a 0,38 | 0,68 1,78 
Witte 7,3 mg Vit. C 0,00 | 0,10 | 0,89 
ge 7,3 mg Vit. C ‘“ 0,14 | 0,838 | 1,12 
kt, 11,5 mg Fe | | 
Ay Blind- 7,3 mg Vit. C m 0,00 0,06 | 0,12 
yl, versuch + 11,5 mg Fe | 
bh. & Papayo- — Gelatine- 0,26 045 | 0,66 
tinum 5 mg Cystein pepton 0,81 1,25 | 2,87 
a Merck 7,3 mg Vit. C m — 0,03 0,05 0,37 
(1 : 350) 7,3 mg Vit. C 0,12 0,46 2,05 
11,5 mg Fe 
Papain — i 0,22 | 0,34 0,51 
e. puriss. 5 mg Cystein i“ 0,66 | 0,99 2,00 
le Witte 7,3 mg Vit. C “4 0,01 | 0,06 0,34 
1s 7,3 mg Vit. C % 0,11 | 0,36 1,80 
o + 11,5 mg Fe | 
5) ? 
m Blind- 7,3 mg Vit. C " 0,00 0,10 0,13 
r- versuch + 11,5 mg Fe | 


) Diese Z. 138, 184 (1924). 
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Tabelle 2. 


; Vorbehandlung: a) Papain, Puffer, Wasser; b) Papain, Cystein, Puffer. 
Wasser; c) Papain, Vitamin C, Puffer, Wasser; d) Papain, Vitamin (- 
Eisensulfat, Puffer, Wasser. a) bis d) wurden 0, 2 4, oder 6 Stdn. bei 40: 
unter Stickstoff aufbewahrt, bevor sie mit Gelatine FL versetzt wurden, 





















































= der Acidititszuwachs in ccm 
or- 0,05 n-KOH nach Stdn. 
Versuch behandlung ———— ) ~_ 
in Stdn. 1 | 3 
a 0 0,68 1,20 
b 0 1,50 2,25 
¢ 0 0,10 0,24 
d 0 0,60 1,15 
a 2 0,65 1,18 . 
b 2 1,43 2,17 U 
¢ 2 0,17 0,28 d 
d 2 1,15 2,18 \ 
a 4 0,68 1,19 d 
b 4 1,38 2,16 
¢ 4 0,19 0,30 
d 4 1,35 2,24 u 
1 
a 6 0,65 1,21 : 
b 6 1,38 | 2,14 A 
c 6 0,18 0,29 . 
d 6 1,33 2,20 - 
! 2" 
Tabelle 3. ti 
Versuch: a) Papain, Puffer, Wasser; b) Papain, Cystein, Puffer, Wasser; — © 
c) Papain, Vitamin C, Puffer, Wasser; d) Papain, Vitamin C, Eisensulfat, — *: 
Puffer, Wasser. a) bis d) wurden 0 und 5 Stdn. bei 40° aufbewahrt, bevor el 
Gelatinepepton zugesetzt wurde. ki 
~— der Acidititszuwachs in cem ; 
or- 0,05 n-KOH nach Stdn. 
Veuneon behandlung |— ) . ( 
in Stdn. 1 | 3 
= = ees T Ce a TR = S 
a 0 0,26 | 0,40 W 
b 0 0,78 | 1,20 3 
c 0 0,00 | 0,16 ti 
d 0 0,18 | 0,43 
. 5 023 | 0,42 bi 
b 5 0,80 | 1,17 st 
¢ 5 0,02 0,12 er 
d 5 0,77 1,20 V 
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Zur Frage iiber die Aktivierung der Proteolyse 
in den regenerierenden Geweben. 


Von 
W. N. Orechowitsch. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Morphogenese, Moskau.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Februar 1934.) 


Der Zerfall in den Geweberesten des amputierten Organs, 
welcher bei der Regeneration beobachtet wird, hingt in bedeu- 
tendem Grade nach Bromley und Orechowitsch mit der Bil- 
dung der Blasteme zusammen. Ihre Bildung steht mit den starken 
Veriinderungen der Bedingungen in Verbindung, unter welchen 
die Gewebe leben und die die Proteolyse intensivieren. 


Welchen Charakter diese Veriinderungen haben, ist bis heute noch 
unméglich erschépfend zu beantworten, dennoch kénnen wir auf Grund 
der vorhandenen Literaturangaben einige Voraussetzungen machen. Wichtig 
ist die Aktivierung verschiedener Fermentarten durch die sogenannten 
Aktivatoren (Ko-Fermente). Gut bekannt und weit verbreitet sind im Tier- 
und Pflanzenreich die Stoffe, welche die Wirkung der proteolytischen En- 
zyme aktivieren. 

Nach der Meinung von Grassmann koénnen alle Aktivierungsstoffe 
in 2 Gruppen eingeteilt werden: 1. Stoffe mit meist noch unbekanntem 
chemischen Bestand, sogenannten Kinasen (natiirliche Aktivatoren) und 
2, mit ihren Wirkungen den Kinasen analoge Stoffe mit verhiltnismiBig 
einfachem chemischen Bestand: HCN, H,S und andere, welche die Fihig- 
keit besitzen, die Wirkung der Kathepsine und Papaine zu aktivieren. 

Uns interessiert die erste Gruppe — natiirliche Aktivatoren, unter 
denen die Zookinase groBe Bedeutung hat, und nach den Angaben von 
Waldschmidt-Leitz und Purr mit den Glutathionen in der SH-Form 
(R-SH) identisch ist. 

In den Geweben, bei normalen Bedingungen, ist Glutathion in der 
SH-Form (R-SH) in mehr oder weniger bestimmter Quantitiét vorhanden, 
welche fiir das gegebene Gewebe charakteristisch ist. Bei Stérung der 
Bedingungen speziell bei Hemmung der Atmung, vergréBert sich die Quanti- 
tit der R-SH, was zur Intensivierung der Proteolyse fiihrt. 

Besonders gut kann man das nach den Angaben einiger Autoren an 
hésartigen Geschwulsten beobachten, deren Atmung im Vergleich zu den 
stationiiren Geweben bedeutend niedriger ist in der Zeit, wo die Proteolyse 
erhéht ist. Letzteres steht mit den entsprechenden Verinderungen, d. h. 
VergréBerung der Quantitit des Glutathions in der SH-Form, im Zu- 
sammenhang. 
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Es ist sehr wahrscheinlich, dab die Steigerung der Inten. 
sitat der Proteolyse, welche bei der Regeneration in den Rest. 
geweben des Organs beobachtet wird, auch in gewissem Grade 
mit der Aktivierung der Zellenprotease durch Glutathion jy 
SH-Form im Zusammenhang steht. Wahrscheinlich vermehrt sic) 
die Quantitit der R—SH bei Verschlechterung der Bedingungen 
der Sauerstoffversorgung der Gewebe, welche durch das Zerreiber 
der BlutgefiBe bei Amputierung des Organs hervorgerufen wird, 
Um die letztere Voraussetzung zu priifen, wurde auch diese Arbeit 
unternommen. Jedoch ist es notwendig hier zu bemerken, dai 
die Ansammlung von R-SH nur eine der Bedingungen ist, die 
die Proteolyse aktivieren, und das berechtigt uns nicht, das Vor. 
handensein einer ganzen Reihe anderer Bedingungen zu verneinen, 
welche notwendig sind, um die gesteigerte Proteolyse in den 
regenerierenden Organen zu realisieren. 


Material und Methode. 


Als Versuchsmaterial wurden 7 Monate alte Axolotel verwendet. Ihnen 
wurde der Schwanz amputiert, und nach Beginn der Regeneration in den 
Blastemen von verschiedenen Altersstadien und in den Restgeweben des 
amputierten Organs (anliegendes Gewebe) wurde die Konzentration an 
Glutathion in der SH-Form nach der Methode von Gabbe bestimmt. 

Das zu untersuchende Gewebe in der Menge von 500 mg bis 1',, g 
wurde sorgfiltig zerkleinert und in einen 50 cem-Kolben gebracht, worauf 
25 cem destillierten Wassers und 2 ccm ?/, normaler Schwefelsiure hinzu- 
gefiigt wurde. Alles dies wurde einigemal durchgeschiittelt. Das Glutathion 
in der SH-Form (R-SH), welche wahrscheinlich bei normalen Bedingungen 
mit den EiweiBen verbunden ist, spaltet sich in sauerer Liésung ab. 

Die EiweiBe wurden mit 10°/, iger Wolframat-Natriumlésung gefiillt, 
wobei R-SH in der Lésung bleibt. 

Nach der Filtration wurden zu der Liésung, welche R-SH enthielt, 
2 cem 25°/,ige Salzsiiure, 2 ccm n/200-Ferricyanidlésung, 2 ccm Jodzink- 
lésung (in 100 cem sind 2,5 g Jodkali, 5 g schwefelsaures Zink, 25 g Chlor- 
natrium enthalten) und zuletzt einige Tropfen 1°/, ige Stirkelésung hinzu- 
gefiigt. Nach 5 Minuten wurde mit n/200-Hyposulfitlésung titriert. Der 
Unterschied zwischen der genommenen Ferricyanidmenge und der ver- 
brauchten Hyposulfitlésung beim Titrieren, 1,25 mal vergréBert, ist gleich 
der Glutathionmenge in reduzierter Form, ausgedriickt in Milligramm. 

Alle unten angefiihrten Angaben sind in Milligramm-Prozenten 
ausgedriickt. 


Experimenteller Teil. 

Zuerst wurde die Bestimmung der Menge des Glutathions in 
der SH-Form (R—SH) im normalen (stationiren) nicht regene- 
rierenden Gewebe ausgefiihrt. Da wir es in dieser Arbeit immer 
nur mit regenerierendem Schwanz zu tun haben, so wurde auch 
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als Norm die Gewebe des Schwanzes verwendet. Alle Angaben 














ng sind in Tab. 1 angefiihrt, aus welcher ersichtlich ist, daB der 

ade Gehalt von R—SH in den regenerierenden Geweben von 15 bis 

in 28 mg-9/, (im Mittel 19,6) schwankt. 

sich & Tabelle 1. 

gen Der Gehalt von R-SH in den Geweben des Schwanzes bei Axolotel 

r (in mg-°/,). 

ell ence a = wn 

ind, 24,0 19,0 19,0 20,0 

beit 20,0 16,0 16,0 19,7 

laa 16,0 19,0 17,0 19,2 

die 28,0 15,0 21,0 18,3 

‘ 25,0 21,0 

an In der Blasteme im Alter von 5—7 Tagen ist die Menge der 

den R-SH bedeutend héher als in der Norm, und schwankt von 
38—67,8 mg-°/, (vgl. ‘Tab. 2), im Mittel 46,8. Die hier angefiihrten 
Zahlen 38 und 67,8 sprechen von einer gréferen Schwankung 
der R-SH in der Blasteme. Diese Schwankungen sind teils damit 

nen (® verbunden, daB die Regeneration nicht bei allen Tieren mit 

den @ vleicher Geschwindigkeit verliuft, und auferdem ist die Blasteme 

” im Alter von 5 Tagen noch klein und nicht immer gelingt es, sie 

- rein isoliert — von dem anliegenden Gewebe — zu erhalten. Im 

,¢ (| ersten Fall (38 mg-°/,) wurde die Blasteme mit einer bedeutenden 

rauf J Menge anliegenden Gewebes genommen. Im zweiten Fall (67,8 mg-°/,) 

nzu- fast reines Gewebe der Blasteme. In den anderen Fillen wurde 

“ | die Blasteme mit ganz geringer, ungefahr immer gleicher Menge 


anliegenden Gewebes genommen, und der R—SH-Gehalt schwankt 
ill, J von 40,7—49,8 mg-9/,. Die Menge Glutathion in SH-Form bleibt 
bis zum 10.—11. Tage fast unverindert. In 10 tagiger Blasteme 














10] . , yr a . : . 
- | schwankt die Menge der R-SH von 30,7—55,6 mg-°/,, im Mittel 
1 - ~ Vee *: f 
i 45,6 mg-°/, (vgl. Tab. 2). Am 15.—20. Tage fallt die Menge der 
wu- | K-SH stark und erreicht in 15 Tagen 23 mg-°/, und in 20 Tagen 
Der § 21,7 mg-°/,. 
ver- Tabelle 2. 
eich Der Gehalt R-SH in der Blasteme verschiedenen Alters (in mg-°/,). 
iten ay Phen Alter der Blasteme = 

: 5 Tage | 10 Tage | 15 Tage | 20 Tage 
in § 38,0—41,8 30,7 23,0 18,0—32,8 
on 40,8—67,8 45,4 23,0 20,9—32,3 

40,7 47,5 11,3—26,7 

ner § 49,8 48,0 9,7 

55,6 
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In den Geweben des jungen regenerierenden Schwanzes ist 
40 Tage nach dem Beginn der Regeneration die Menge yon 
R-SH = 21 mg-°/,, d. h. praktisch der Norm gleich. 

Interessante Angaben sind bei der Bestimmung der R-SH 
in den Restgeweben des amputierten Organs (anliegendes Gewebe) 
erhalten worden. 5—7 Tage nach der Amputation wurde in dem 
anliegenden Gewebe in einigen Fiillen bedeutende Vergroferung 
der R—-SH im Vergleich zu der Norm beobachtet, dessen Menge von 
12,9—32,3 mg-°/,, im Mittel 23,0 (vgl. Tab. 3) schwankte. Solche 
Schwankungen wurden in dem anliegenden Gewebe auch 10 Tage 
nach der Amputation (von 14—32,3 mg-°/,, Mittel 23,4) beobachtet, 
Ungeachtet der in einer Reihe von Fallen beobachteten bedeutenden 
VergréBerung der R—SH in den anliegenden Geweben erreicht die 
mittlere GréBe der R-SH niemals die Menge des R—-SH, welche das 
Blastem enthilt in demselben Alter. In dem anliegenden Gewebe 
ist 15—20 Tage nach der Amputation die Menge der R—-SH = 17,4. 

Tabelle 3. 


Der Gehalt von R-SH in den Restgeweben des amputierten Organs (in mg-° )), 








ts 











5 Tage nach 10 Tage nach 20 Tage nach 
dem Beginn der} dem Beginn der | dem Beginn der 
Regeneration Regeneration Regeneration 
12,9 14,0—32,3 17,8 
16,5 14,7—32,0 17,0 
22.3 15,9 
31,25 26,6 
32,3 28,9 








Alle von uns erhaltenen Angaben kénnen kurz in folgender Weise 
zusammengefaBt werden: 


Die Menge Glutathion in der SH-Form vergréBert sich stark | 


in der Blasteme bis zum 5. T'age nach dem Beginn der Regene- 
ration und halt sich auf einem Niveau bis zum 10.—11. Tage; 
zum 15,.—20. Tage fallt sie bis zur Norm. 

In den anliegenden Geweben, wie auch in der Blasteme, 
vergréBert sich die Menge von R—-SH, bis zum 5. Tage nach 
Amputation, angefangen vom 10.—11. Tage fallt sie und zum 
15.—20. Tage erreicht sie die Norm. 

Jedoch verliuft wahrscheinlich der Proze8 des Ansammelus 
von R-SH in den anliegenden Geweben anders als in der Bla- 
steme. Dies ist gut ersichtlich aus den Schwankungen, welche 
wir in dem Gehalt der R—SH beobachten, die einen gesetzmiiBigen 
Charakter tragen und kein Febler des Experiments sind. 
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Wie kann man alles oben Dargelegte erkliiren? Alle ange- 
fihrten Tatsachen, sowie auch die groBe Anzahl von Angaben, 
welche eine Reihe von Forschern — Waldschmidt-Leitz und 
Mitarb. Krebs, Pentimalli, Bierich und Kalle, Grassmann, 
Bromley, Orechowitsch und andere — erhalten haben, geben 
uns Grund, folgenden SchluB zu ziehen: Nach der Amputation 
des Schwanzes an Axoloteln verschlechtern sich die Bedingungen 
der Atmung der der Wundoberfliche anliegenden Gebiete — die 
normale Versorgung der Gewebe mit Sauerstoff wird gestirt, 
was zur 6rtlichen Ansammlung von Glutathion in reduzierter 
Form (R—SH) fiihrt. Dies schafft giinstigere Bedingungen fiir die 
Erhéhung der Aktivitit der proteolytischen Fermente in den 
gegebenen Gebieten. Die Proteolyse verstirkt sich, wofiir auch 
die Vermehrung der EiweiBzerfallsprodukte in dem Restgewebe 
des Organs, welches der Blasteme anliegt, spricht. In spiteren 
Stadien der Regeneration, angefangen vom 15.—20. Tage, verringert 
sich die Menge der R-SH und erreicht die Norm. Dies ist wahr- 
scheinlich verbunden mit der Verbesserung der Bedingungen der 
Versorgung der Gewebe mit Sauerstoff infolge des Einwachsens 
der BlutgefaiBe in die Blasteme. Die Proteolyse wird etwas verzégert, 
was von Bromley und Orechowitsch festgestellt wurde. Am 
40. Tage, wo die Bedingungen der Atmung des jungen regene- 
rierenden Gewebes ganz normal sind (die Blutversorgung ist her- 
gestellt), ist die Menge von R—SH der Norm gleich, die Proteolyse 
verzigert sich bedeutend, woriiber man urteilen kann nach der 
starken Verringerung der Menge der EKiweifzerfallsprodukte in 
den Restgeweben des amputierten Organs und in den Geweben 
des jungen Teils des Schwanzes. Die Frage iiber den Mechanis- 
mus der Aktivierung der proteolytischen Fermente durch die R-SH 
wurde von uns in dieser Arbeit nicht behandelt, und deswegen 
ist kein Grund vorhanden, irgendwelche SchluBfolgerungen zu 
zichen. Dazu geniigen auch die vorhandenen Literaturangaben 
noch nicht. 

Viele Forscher (Krebs und andere) sind geneigt anzunehmen, 
da die Aktivierung der proteolytischen Fermente auf der Fahig- 
keit der Aktivatoren beruht, Komplexverbindungen mit Salzen von 
Schwermetallen zu bilden und damit den hemmenden LEinfluf 
der letzteren zu neutralisieren. Jedoch andere Forscher (Grass- 
mann) bestitigten, daB die Schwermetalle die Wirkung des 
Kathepsins hemmen, nur halten sie es fiir unaufgeklirt, ob die 
Aktivierung des Kathepsins auf der Entfernung der Schwer- 
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metalie durch Komplexverbindungen mit den Aktivatoren dey 


letzteren beruht. 
Diese Frage aufzukliren, bedarf es weiterer Untersuchungen, 


SchluBfolgerungen. 

1. Die Konzentration von Glutathion in der SH-Form 
(R-SH) in normalen Geweben des Schwanzes vom Axolotel betriigt 
im Mittel 19,6 mg-°/,. 

2. Sie vermehrt sich stark im Vergleich zur Norm in der Bla- 
steme im Alter von 5 Tagen und erreicht im Mittel 46,4 mg-°), 
Bis zum 10.—11. Tage bleibt sie fast unverandert (45,6 mg-"/) 
und fallt am 15.—20. Tage bis zur Norm. 

3. In den Restgeweben des amputierten Organs, welche der 
Blasteme anliegen (anliegende Gewebe), schwankt sie am 5. Tage 
von 12,9—32,3 mg-°/,, am 10. Tage von 14—32,3 mg-°/, und am 
20. Tage gleicht sie der Norm. 

4, Die Vermehrung der Menge von R—SH in der Blasteme 
und in den anliegenden Geweben ist sehr wahrscheinlich mit der 
Stérung der normalen Atmungsbedingungen — Stirung der nor- 
malen Versorgung der Gewebe mit Sauerstoff — verbunden. 

5. Die Vermehrung der R—SH-Menge in dem Regenerat 
schafit giinstige Bedingungen fiir die Verstiirkung der Wirkung 
der proteolytischen Fermente. 
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Uber Flavinatmung. 


Von 


Th. Wagner-Jauregg, H. Rauen und E. F. Moller. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Marz 1934.) 


In einer friiheren Arbeit wurde gezeigt, daB in enzymatischen 
Systemen die Dehydrierung verschiedener Substrate (Brenztrauben- 
siure, Milchséure, Bernsteinsiiure, Glucose, Propylaldehyd usw.) 
durch Flavine (Lyochrome) unter anaeroben Bedingungen méglich 
ist’); dabei werden diese Farbstoffe zu Leukoflavinen reduziert. 
Wegen der groBen Verbreitung der Flavine diirften sie als 
,Methylenblau der Zelle“ eine ahnliche Bedeutung besitzen, wie 
andere natiirliche Wasserstoffacceptoren, beispielsweise Cytochrom 
oder Glutathion. Es wurde nun versucht, weitere Flavin-redu- 
zierende Systeme aufzusuchen und Anhaltspunkte iiber die Art 
der beteiligten Enzyme und Aktivatoren zu gewinnen. 

Die Versuchstechnik entsprach der Thunbergschen Methylenblau- 
methode’), Bei richtig gewihlter Konzentration des Flavins (an Stelle von 
Methylenblau) war die Entfirbung bei Tageslicht oder bei Beleuchtung 
mit einer Tageslichtlampe gut erkennbar, wobei entsprechende Kontrollen 
ohne Flavinzusatz das Verschwinden der Flavinfirbung noch deutlicher 
erkennbar werden lieBen. In den entfirbten Lésungen kehrte beim Schiitteln 


mit Luft die urspriingliche griin-gelbe Farbe wieder. Die Versuchstempe- 
ratur betrug 37°. Als Flavinlésungen verwendeten wir Farbstoffkonzentrate 


aus Molke’), 


I. Flavinatmung der Leber und des Muskels. 


Aus den Versuchen der Tab. I und II ist ersichtlich, daB | 


Glycerinphosphorsiiure, Glycerinaldehydphosphorsiiure und _be- 
sonders Bernsteinséure*) und Propylaldehyd geeignete Substrate 
) Th. Wagner-Jauregg u. H. Ruska, Ber. chem. Ges. 66, 1298 (1933). 


*) Skand. Arch. Physiol. 35, 163 (1918). 
‘) R. Kuhn, P. Gyérgy u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 


66, 1034 (1983). 
*) Wie bereits friither gezeigt: Th. Wagner-Jauregg u. H. Ruska, 


a. a. O. 
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zur Reduktion der Flavine in Gegenwart von Leberbrei darstellen, 
Nur schwach wirksam ist Citronensiure. Gelegentlich enthiilt 
Leberbrei schon von vornherein solche Mengen von Wasserstoff- 
donatoren, daB auch ohne Zusatz besonderer Substrate eine 
Hydrierung von Flavinen stattfindet (Versuch 1, Tab. I). Durch 
Zusatz von Apfelsiure und von Fumarsiure (Versuche 2 und 3, 
Tab. Il) wird diese Spontanreduktion gehemmt. Diese Beob- 
achtung erinnert an die Hemmungswirkung, welche Fumarat und 
Malat auf die Dehydrierung yon Bernsteinséiure in Gegenwart 
von Muskel ausiiben; offenbar beruht diese Erscheinung auf einer 
Bindung des Hemmunggsstofis an das Enzym, unter Verdrangung 
des Substrates (Fixierungsaffinitat)'). Die Donatorwirkung der 
Glycerinaldehydphosphorsaure *) erscheint bemerkenswert wegen 
der Rolle, welche diese Substanz als Zwischenprodukt der Girung 
und der Glykolyse wahrscheinlich spielt*, B. Gézsy‘) zeigte 
kiirzlich, daB die Glycerinaldehydphosphorsiure auch im System 
Muskel + Co-Ferment—Methylenblau als Wasserstoffdonator zu 
fungieren vermag. 


Tabelle L 


Je 1 ccm Substrat + 0,5 cem m/2-Phosphatpuffer vom py = 6,8 + 0,2 g fein 

zerkleinerte Rattenleber + 0,2 cem Lactoflavinlésung (¢ = 0,08 %/,). Zur 

Verhinderung des Schiumens beim Evakuieren wurde 1 Tropfen Octyl- 
alkohol zugesetzt. 
































Zeit in Minuten 
Substrat 
40 65 80 155 
| ee ee ae Oe ee — ~- _ - 
m/5-Bernsteinsaures Natrium....... . Pelt tetie-ttitetett 
m/12-Glycerinaldehydphosphorsaures Natrium | + | #+ |+++/++++ 
m/7-Glycerinphosphorsaures Natrium . . . +) be |+tetl(t+44+ 


— = keine Entfirbung, + = beginnende Entfirbung, ++ = mittlere 
Entfirbung, +++ = fast volistindige Entfirbung, +++ + = voll- 
stindige Entfirbung. 





1) G. M. Wishart, Biochemic. J. 17, 103 (1923); J.H. Quastel u. 
A. H.M. Wheatley, Biochemie. J. 25, 117 (1931); T. Thunberg, Biochem. 
Z. 258, 48 (1938). 

*) Herr Prof. H. O. L. Fischer hatte dieses Priparat in freundlicher 
Weise Herrn Prof. R. Kuhn zur Verfiigung gestellt. 

5) R. Nilsson, Z. angew. Chem. 46, 647 (1933); G. Embden, Deu- 
ticke u. Kraft, Klin. Wschr. 12, 213 (1933); O. Meyerhof u. W. Kiess- 
ling, Biochem. Z. 267, 313 (1933); Smythe u. Gerischer, Biochem. Z. 
260, 414 (1933). 

4) Diese Z. 222, 279 (1983). 
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Die Versuche mit Bernsteinsiure und Leber’) bei ver- 
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schiedenem p,, (Tab. II) zeigen ein Anwachsen der Entfarbungs- 
geschwindigkeit mit zunehmender Alkalitat entsprechend der opti- 
malen Wirkung der Succinodehydrase im alkalischen Gebiet bei 
etwa p,, 8,7—9,0. 


Tabelle II. 


Je 0,3eem m/2-Phosphatpuffer; m/10-molare Substratlésungen ; sonst wie oben. 





> Ot CO DO 


— = keine Entfirbung, + = beginnende Entfirbung, 
Entfirbung, +++ = fast vollstindige Entfirbung, 


























stindige Entfirbung. 


Auch in der Muskulatur konnten wir Flavinatmung fest 


stellen (Tab. IID). 


Tabelle II. 


Galilee Pu des Zeit in Minuten 
ubstra ) ) 
Puffers} 13 | 30 44 
| 

Watt .« + + +.» 7,7 — | — aan 
d,l-Apfelsaures Na 7,7 —- | — _ 
Fumarsaures Na 7,7 — | — a 
Citronensaures Na 7,7 ae + -}- ff 
Propylaldehyd 7,7 - +++ | +44++ 
Bernsteinsaures Na 6,5 — + ofesk. 

” ”? 7,2 aad | + + + 

” ” 7,7 + +++ ++++ 

” ” 8,0 + +t$++ | +4+4+4+ 

” y 8,7 oy yy 

” ” 9,2 ++ | +++ 





| 


| +++ 


| 
| 
| 
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| ++++ 


| ++++ 


| 


| 


+++ 
+++ 


| ++++ 
| Peer 
te | t+ +t 
apy | pot 


+-+ = mittlere 
++++ = voll- 


0,2¢ fein zerkleinerter, frischer Rattenmuskel, 0,5 ccm Substrat (m/5-molar). 





0.3cem Lactoflavin (c= 0,03 °/, ig). 0,3cem m/2-Phosphatmischung, 1cem H,0. 


DAD OP De | 


st 
oOo eo 


vgl. z. B. Wishart, a. a. O. 




















Entfdrbungs-| p,, des 
Substrat zeit 

in Minuten | Puffers 
Ee eae 390 8,68 
, MND TR ttt wl 160 8,68 
NN i a rae ee ae ek 400 6,98 
. Hexose-diphosphorsaures Na (aus Candiolin) 280 6,98 
. Glycerinphosphorsaures Na ....... 280 6,98 
0 ee 300 6,98 
d,l-Milechsaures Na .......2.2+4.6. 300 6,98 
RTI BEd es ams as 400 6,98 
d,l-Apfelsaures Na ......--+e es > 600 6,98 
yo eee >600 6,98 


’) Beziiglich des Vorkommens von Bernsteinsiiuredehydrase in Leber 
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Fast gleiche Entfarbungszeiten wie der Rattenmuskelversuch 
ergaben Ansitze mit Kilbermuskel und frischem Rindermuskel, 
dagegen war Froschmuskulatur zur Flavinatmung viel weniger 
befihigt. Beispielsweise betrug die Entfarbungszeit im Versuch 
mit Bernsteinsiure und Froschmuskel 500 Minuten (mit Ratten- 
muskel nur 160 Minuten, Tab. III, Nr. 2). Wie in den analogen 
Ansitzen mit Leber, stellen auch im Muskelversuch Bernstein- 
siure, Propylaldehyd und Glycerinphosphorsiure die besten Sub. 
strate dar, aber die Entfairbungszeiten sind bedeutend grober, 
Auch in diesem System iiben Apfelsiure und Fumarsiure einen 
deutlich hemmenden EinfluB auf die Spontan-Entfirbung aus, 
Muskulatur enthilt bedeutend weniger Flavine als Leber’); die 
Parallelitit zwischen der Intensitit der Flavinatmung (wie sie in 
den Entfarbungszeiten zum Ausdruck kommt) und dem Flavin. 
gehalt von Muskel und Leber ist auffallend. Vielleicht gilt diese 
Beziehung allgemein und ist fiir den Zellstoffwechsel von Be- 
deutung. Offenbar besitzen nur diejenigen Organe, welche Flavine 
in gréBerer Menge enthalten, den enzymatischen Apparat, der zur 
Ausbeutung dieser Farbstoffe als Wasserstoffacceptoren ndtig ist. 

Nach A. Hahn?) sind in frischer Rindermuskulatur _,,natiir- 
liche Wasserstoffacceptoren* vorhanden, welche bei vélligem Aus- 
schluB von Luft Bernsteinsiure, Fumarsiure, Apfelsiure, Citronen- 
siure und Milchsiure zu Brenztraubensiure dehydrieren. Aui 
Glutathion, Cytochrom oder Oxyhimoglobin soll diese Wirkung nicht 
zuriickzufiihren sein. Die oben mitgeteilten Versuche beweisen 
die Fahigkeit der Flavine [oder Flavoproteine’*)], als _,,natiirliche 
Acceptoren“ bei Dehydrierungsvorgiingen im Muskel mitzuwirken. 


I. Aktivatoren der Flavinatmung. 


Auffallend ist die Tatsache, daB Flavin durch Bernstein- 
siure in Gegenwart von Rattenleberbrei rasch hydriert wird, nur 
langsam dagegen in Gegenwart von Rattenmuskel und fast fiber- 
haupt nicht bei Anwesenheit von Froschmuskel, obwohl auch 
dieser, ebenso wie Warmbliitermuskel, reichlich Succinodehydrase 
enthilt’). Wir fanden, daf eine rasche Entfarbung des Flavins 





1) P. Gyérgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Klin. Wschr. 
12, 1241 (1933); Diese Z. 223, 21, 27 (1934). 

2) Z. Biol. 92, 358 (1982). 

*) Dieser Klasse von Stoffen gehért das gelbe Oxydationsferment von 
O. Warburg u. W. Christian [Biochem. Z. 254, 438 (1932)] an. 

4) Vgl. z. B. O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 20 (1919). 
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in Gegenwart von Froschmuskel aber stattfindet, wenn man 
Extrakte aus Rattenleber zusetzt, die allein, auch bei Zugabe 
yon Bernsteinsiure, villig ungeeignet zur Reduktion der Flavine 


sind (Tab. IV). 
Tabelle IV. 


In allen Réhrchen: 0,3 cem m/2-Phosphatpuffer py = 8,68, 
0,2 cem Lactoflavinkonzentrat') (¢ = 0,06 °/,). 

















eem Ringer- g un- Entf irbungs- 
extrakt aus | gewaschener — mj 5-Na- ecm H,O zeit 
Rattenleber | Rattenmuskel Succinat in Minuten 

_ 0,2 0,5 1 500 

1 0,2 0,5 - 30 

1 0,2 i 0,5 300 

1 i 0,5 0,2 300 

1 _ wes 0,7 400 














Wenn also im Bernsteinsiuredehydrase-System als 
Acceptoren Flavine fungieren sollen, dann ist hierzu 
noch eine Erginzung durch Stoffe nétig, die nicht im 
Froschmuskel, im Warmblitermuskel nur in geringer 
Menge, reichlich dagegen in der Leber und in deren 
Extrakten enthalten sind. Aber auBer diesen Aktivatoren 
sind noch weitere zur Komplettierung des Systems nétig. Ersetzt 
man niimlich den ungewaschenen durch gewaschenen Muskel, 
dann unterbleibt die Reduktion des Flavins durch Bernstein- 
siure, auch in Anwesenheit von Leberextrakt, obwohl 
bekanntlich die Succinodehydrasewirkung im gewaschenen Muskel 
im Versuch mit Sauerstoff oder Methylenblau als Acceptoren 
erhalten ist; durch Zusatz des Waschwassers zum gewaschenen 
Muskel 1a8t sich die Flavinatmung, wenigstens teilweise, wieder 
herstellen. AuBer dem Aktivatorsystem der Leber ist: 
demnach noch ein weiterer Erginzungsfaktor ndétig, 
der im ungewaschenen Muskel enthalten ist. Aus un- 
gewaschenem Rattenmuskel kann man durch Verreiben mit 
sekundirem Phosphat Succinodehydraselésungen darstellen?), die, 


1) Auch mit reinstem Lactoflavin verlaufen die Versuche in gleicher 
Weise. Vgl. Ansatz 2a, S. 75. 

*) Nach E. Ohlsson, Skand. Arch. Physiol. 41, 77 (1921); bzw. 
T. Thunberg, Biochem. Z. 258, 48 (1933). 
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im Versuch mit Leberextrakt, den Muskel zu ersetzen ver. 
mogen. 
Die Leberextrakte stellten wir zuerst durch Verreiben des 
frischen, fein zerkleinerten Organs mit der 10 fachen Menge Ringer. 
lésung oder destilliertem Wasser und Filtrieren her. Beim Auf- 
bewahren dieser Lésungen bei Zimmertemperatur oder im Kis. 
schrank, an der Luft oder im Vakuum, verschwindet deren akti- 
vierende Wirkung innerhalb kiirzester Zeit. Auch durch Zentri- 
fugieren werden die Lésungen stark geschadigt. Diese Inakti- 
vierung verliuft parallel mit Flockungserscheinungen die in den 
Lésungen sehr bald auftreten. Weit haltbarer sind Extrakte, 
die man durch kurzes Verreiben des zerkleinerten Organs mit dem 
4fachen Volumen seines Gewichtes 50°/,igem Glycerin und 
nachherigem Zentrifugieren erhilt. Das Glycerin stért die Ver- 
suche in keiner Weise. 

Die Aktivator-Wirksamkeit von Glycerinausziigen verschiedener 
Organe der Ratte zeigt die Tab. V (8. 73). Nach fallendem 
Aktivierungsvermégen lift sich ungefaihr folgende Reihe 
aufstellen: Leber, Niere, Herz, Hoden, Lunge, Milz, Gehirn, 
Muskel. 

Die Reihenfolge der Organe, wie auch die Unbestindigkeit 
wiBriger- oder Ringer-Extrakte erinnern an ihnliche Verhiltnisse 
beim ,,Respiratory supplement“ von L. Michaelis und 
K. Salomon!) Diese Autoren fanden, daB mit Ringerlésung 
bereitete Organausziige imstande sind, die Atmung kernloser, 
roter Blutzellen in Gegenwart von Glucose, die normalerweise 
sehr gering oder gar nicht merklich ist, um das 3—10fache zu 
steigern. Die besten Resultate gaben Rattenleber und Ratten- 
niere, mittlere Wirkung zeigten Milz, Hoden und Lymphknoten, 
wihrend Gehirn, Muskel und Blut geringe oder gar kein Akti- 
vierungsvermégen besaBen. Waihrend Kohlenoxyd die Wirkung 
des ,,Respiratory supplement“ nicht aufhebt, wird die Flavin- 
Entfarbung in dem durch Leberextrakt aktivierten Succino- 
dehydrasesystem sowohl durch Kohlenoxyd wie auch durch KCN 
gehemmt (Tab. VI und VII, 8. 74). Dies schlieBt aber nicht aus, 
daB das die Flavinatmung aktivierende System und das ,,Respi- 
ratory supplement“, zumindest teilweise, identisch sein kénnten. 





1) J. gen. Physiol. 13, 683 (1930); Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 28, 
966 (1931). 
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Tabelle V. 
0,3 cem m/2-Phosphatpuffer py 8,68. 0,3 ccm Lactoflavinkonzentrat 
(0,03 “lo ig). 
Extrakt aus | & Unge- |ecm m/ ” Zeit in Minuten 
waschener |Bernstein- 
Rattenorgan ecm H,O 
poe Frosch- | saures | 
muskel Na 80 200 | 830 
-—— — — — — — = 
; | | 
7 0,2 0,5 1 - | =— | = 
i 0,3 0,5 1 owe -_— 
_ 0,3 -- 1,5 =~ | sii in 
0,4 0,9 1 + | eer i +++4+ 
Nieren | 
0,5 0,2 0,5 0,5 Pb) Pee | Pb 
0,5 0,2 — 1 — | _ | nek 
0,5 0,5 0,5 a a ee 
0,5 —- — 1 - | ~ ma 
Herz | 
0,5 0,2 0,5 0,5 + | +4++ |/+4+++4+ 
0,5 0,2 _— 1 - | — | - 
0,5 — 0,5 0,5 a oa ee 
0,5 oo _— 1 a — | a 
Hoden | 
0,5 0,2 0,5 0,5 > Trt [i ++++ 
0,5 0,2 — 1 os +. + 
0,5 ec 0,5 0,5 _ = — 
0,5 — — 1 we ia se 
| 
Lunge | 
0,5 0,2 0,5 0,5 — | P +++ 
0,5 0,2 — 1 a ea 
0,5 _ 0,5 0,5 —- | — at 
0,5 — — 1 = | = _ 
Milz ') | 
0,5 0,2 0,5 0,5 — | ++ coe were 
0,5 0,2 aay 1 ee + ++ 
0,5 = 0,5 0,5 = es on 
0,5 — ne 1 - | - z 
Gehirn 
0,5 0,2 0,5 0,5 —- ; = spelieke 
0,5 0,2 aa 1 — =— a 
0,5 — 0,5 0,5 om —_ —_ 
0,5 _ — 1 we hin an 


') Entfirbung des Flavins wegen der dunkelrotbraunen Firbung der 


Lisung schwer festzustellen. 
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Tabelle VL 


Die Ansiitze entsprechend Tab. V + 0,5 cem Glycerin—Rattenleberextrak; 
+ 0,2 g ungewaschener Kialbermuskel. 

















ccm m/5- Entfarbungs- 
Bernstein- ecm H,O ecm KCN!) zeiten 
saures Na in Minuten 

0,5 0,3 -_ 115 

net 0,8 a > 600 

0,5 me 0,3 n/1000 115 

0,5 _ 0,3 0/100 500 

0,5 vo 0,3 n/10 > 600 











Tabelle VIL. 


Die Ansiitze entsprechend Tab. VI, aber frische Froschmuskulatur 
an Stelle von Kalbsmuskel. 

















ecm m/5- Entf drbungs- 
Bernstein- ecm H,O zeiten 
saures Na in Minuten 

0,5 0,5 135 

~— 1 > 800 

0,5 0,5) _. re >800 

0, : } mit CO gefiillt’) — 








Auch nach der Entfernung des Kohlenoxyds durch Auspumpen konnte 
keine Entfirbung beobachtet werden. 

Die von H. Wieland und Frage) untersuchte Leberdehydrase, 
in deren Gegenwart Aldehyde Methylenblau entfiirben, soll im 
physikalisch-chemischen Verhalten Ahnlichkeit mit dem ,,Respira- 
tory supplement“ besitzen*). Unsere Leberextrakte entfirbten 
Flavine im Vakuum bei Zusatz von Propylaldehyd auch in Ab- 
wesenheit von Muskel in kurzer Zeit. Diese Aldehyddehydrase- 
Wirkung der Leberextrakte blieb aber beim Aufbewahren der 
Lésungen linger erhalten, als die Fahigkeit zur Aktivierung der 
Bernsteinsaiure-Dehydrierung, wie die folgenden Versuche zeigen: 





') Mit HCl gegen Lackmus neutralisiert. 

*) Durch Einstrémenlassen yon CO in die evakuierten Réhrchen. 

8) Diese Z. 186, 195 (1930). 

*) J.B.S. Haldane u. K. G. Stern, Allgem. Chemie der Enzyme, 
Verlag Th. Steinkopff, Dresden und Leipzig 1932, S. 202. 
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1a. 1 ccm Ringer-Leberextrakt + 0,5 cem m/10-wiaBrige Propylaldehyd- 
Lésung (Kontrolle 0,5 cem H,O) + 0,3 ccm m/2-Phosphatpuffer p,, 6,98 +0,3 cem 
reinstes Lactoflavin (¢ = 0,03°/,) + 0,2 cem H,O; J?) = 1,75. 

1b. Der Leberextrakt vom Versuch 1a nach 24stiindigem Auf bewahren 
im Eisschrank; sonst wie 1a; J = 1,25. 

2a. 1 ccm Leberextrakt (wie im Versuch 1a) + 0,2 g ungewaschener 
Rattenmuskel + 0,5 cem m/5-bernsteinsaures Natrium (Kontrolle 0,5 cem H,0) 
40,3 cem m/2-Phosphatpuffer py 8,68 + 0,3 cem reinstes Lactoflavin (¢ = 
0,03°/,); 2 = 2,13. 

2b. Entsprechend 2a, aber mit dem alten Leberextrakt; J = 0,06. 


III. Mechanismus und Arten der Flavinatmung. 


Die einfachsten Systeme enzymatischer Dehydrierung sind 
nur aus drei Komponenten zusammengesetzt: dem Wasserstoff- 
donator, der Dehydrase und dem Wasserstoffacceptor, beispielsweise: 
Bernsteinsiure—Succinodehydrase—Methylenblau. Ersetzt man das 
Methylenblau durch Flavin, dann ist die Anwesenheit der Dehydrase 
fiir den Dehydrierungsvorgang nicht ausreichend. Die Uberfiihrung 
des Substrat-Wasserstofis auf das Flavin kann nur unter Ver- 
mittlung von Ubertrigern erfolgen. Dieser Ubertrigerapparat ist 
offenbar in den aktivierenden Organextrakten anwesend. Weiterhin 
sind fiir den untersuchten Fall auch Aktivatoren nétig, die im 
ungewaschenen Muskel vorhanden sind. Vermutlich wird der am 
System Bernsteinsiure—Succinodehydrase gemachten Beobachtung, 
daB bestimmte Dehydrasesysteme in Gegenwart von geeigneten 
Aktivatoren Flavinatmung zeigen, allgemeinere Bedeutung zu- 
kommen. 

Es soll untersucht werden, auf welche Stoffe die aktivierende 
Wirkung des Leberextraktes zuriickzufiihren ist. Vorliufig méchten 
wir dazu folgende Betrachtungen anstellen: Die Flavine vermégen 
sich auf zweierlei Arten an enzymatischen Vorgiingen zu beteiligen. 
Kinerseits in freier, dialysierbarer Form als Wasserstofiacceptoren 
in der hier und friiher geschilderten Weise. Andererseits gebunden 
an einen hochmolekularen Triger als ,,gelbes Oxydationsferment**), 
Dessen Wirkung wurde in einem Hexosemonophosphorsiure-oxy- 





1 1 


1) T= 100 (4 _ 3) ; A = Entfirbungszeit in Minuten in Anwesen- 


heit der Donatorsubstanz; B = Entfairbungszeit in Minuten in Abwesenheit 
der Donatorsubstanz. J ist ein MaB der Reduktionsgeschwindigkeit. T. Thun- 
berg in Oppenheimers Fermenten III, S. 1128. 

*)O. Warburg u. W. Christian, Naturw. 20, 980 (1932); Biochem. 
Z. 254, 438 (1932); 266, 377 (1983). 
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dierenden System, das noch weitere Komponenten, namlich eip 
zweites Ferment und ein Co-Ferment enthalt, untersucht. Es be. 
steht jedenfalls kein prinzipieller Unterschied zwischen beiden 
Wirkungsformen der Flavine. Denn im anaeroben Versuch wird 
die Flavinkomponente des gelben Oxydationsfermentes zur Leuko- 
form reduziert, wirkt also als Wasserstoffacceptor. Auch unter 
natiirlichen Verhaltnissen diirfte das gelbe Oxydationsferment vor 
allem an der sauerstofflosen Atmung beteiligt sein). Wahrschein- 
lich ist in ihm die, in den freien Flavinen vorgebildete Wasser. 
stoffacceptoren-Eigenschaft durch Bindung an den kolloiden Triiger 
in besonderem MaBe gesteigert. 


Die Form in der die Flavine, ob frei oder gebunden, unter 
natiirlichen Bedingungen an Dehydrierungsvorgiingen als Wasser. 
stoffacceptoren mitwirken, kénnte entsprechend ihrem Vorkommen 
verschieden sein. Man findet sie teils vorwiegend gebunden auf 
(Flavoproteine), teils frei, wie in der Milch’). Nach spektro- 
graphischen Beobachtungen von O. Warburg und W. Christian 
liegt méglicherweise auch der Flavinfarbstoff des Bacillus Del- 
briickii in freier Form vor**). Vermutlich diirfte die Verbreitung 
gebundener Flavine in der Natur eine gréBere sein als die der 
freien. Es erscheint uns wahrscheinlich, daB alle von uns unter. 
suchten Systeme, in denen freie Flavine enzymatisch entfirbt 
werden, auch noch das Warburgsche System des gelben Oxy- 
dationsfermentes enthalten, oder vielleicht sogar enthalten miissen; 
und daB die Ubertragung des aktivierten Wasserstoffs vom Wasser: 
stoffdonator zuerst auf das Flavoprotein erfolgt, dessen Leuko- 
form dann das freie Flavin hydriert. Fir diese Annahme spricht 
die Tatsache, daB gerade Extrakte derjenigen Organe, welche am 
meisten Flavoprotein enthalten, nimlich Leber, Niere und Herz’ 
die Flavinatmung des Succinodehydrasesystems am besten akti- 
vieren. Falls diese Vermutung zutrifit, dann ware die enzyma- 
tische Flavin-Entfirbung in unseren Versuchen gleichsam als Indi- 
kator fiir eine vorhandene Flavoproteinatmung zu betrachten. 





1) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (19383). 

*) Th. Wagner-Jauregg u. H. Ruska, a.a.O. P.Gyoérgy, R. Kuhn 
u. Th. Wagner-Jauregg, Diese Z. 223, 26 (1934) u. Diese Z., im Druck. 

5) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933). 

*) Nach H. v. Euler u. E. Adler [Diese Z. 223, 105 (1934)] enthalten 
die Netzhiiute der Augen mancher Fische sehr viel freies Flavin. 

5) P. Gyorgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Diese Z. 223, 
21, 27 (1934). Vgl. auch H. v. Euler u. E. Adler, a. a. O. 
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IV. Enzymatische Hydrierung und Redox-Verhalten. 


Nicht nur die Flavine, sondern auch die daraus durch Be- 
lichten in alkalischer Lésung erhiltlichen Lumiflavine lassen sich 
auf enzymatischem Wege zu den Leukoverbindungen hydrieren. 
Im Versuch mit Ringerextrakt aus frischer Rattenleber war hierzu 
weder der Zusatz von Muskel noch von Bernsteinsiure nétig. Es 
ist, wie zu erwarten, die enzymatische Hydrierbarkeit nicht 
sebunden an die Vitaminnatur des Lactoflavins'), sondern offen- 
bar nur eine Folge des reversiblen Redoxverhaltens dieser Farb- 
stofie, und deshalb auch beim Kunstprodukt Lumiflavin vor- 
handen. Die Funktion des Vitamins B, ist zweifellos in einer 
Beteiligung an Oxydationsvorgiingen in den Zellen zu suchen. 
Aber auBer dem Redoxverhalten spielen sicherlich noch beson- 
dere konstitutive Eigenschaften des Lactoflavins — beispielsweise 
die zuckerihnliche Seitenkette — eine entscheidende Rolle fiir 
seine Vitaminnatur?). 

Fir die Reduzierbarkeit eines Farbstoffes in einem bestimmten 
System sind letzten Endes energetische Verhiltnisse entscheidend, 
wie sie in den Redoxpotentialen zum Ausdruck kommen. Nach 
den Angaben der Literatur sind die Redoxpotentiale der Flavine 
stiirker negativ als die des Bakterienfarbstoffes Pyocyanin und 
liegen in der Nahe der E,’-Werte des Rosindulins GG. 




















Pu 7,2 8,6 
1 Pyocyanin®§.......... Ey — 0,046 V — 0,133 V 
20 PUD cic ccsesess “ — 0,217 V 0,274 
2b Flavin (CHCI,-lésl.)°). . - — 0,217 V —- — V 
3 Rosindulin GG°)..... * — 0,30 V -— 0.38 V 


Versetzt man iquimolare Gemische von Rosindulin GG, 
Lactoflavin und Pyocyanin bei p,, 7 oder 8,7 mit Hydrosulfit, dann 
verschwindet die blaue Farbe des Pyocyanins am raschesten, am 
langsamsten die rote des Rosindulins GG; und die Riickoxydation 
der Leukofarbstoffe mit Luft erfolgt in umgekehrter Reihenfolge. 


') Lactoflavin = Vitamin B,. P.Gyérgy, R. Kuhn u. Th.Wagner- 
Jauregg, Naturw. 21, 560 (1933); Diese Z. im Druck. 

*) R.Kuhn u. Th.Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 67, 361 (1934). 

‘’) E. Friedheim u. L. Michaelis, J. Biol. Chem. 91, 355 (1931). 

*) K. G. Stern, Nature 133, 178 (1934). 

’) R. Bierich, A. Lang u. A. Rosenbohm, Naturw. 21, 496 (1933). 

*) L. Michaelis, Oxydations-Reduktionspotentiale, Berlin, Verlag 
Springer 19383, §. 101. 
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Der Reduktionsversuch mit Natriumhydrosulfit ordnet demnach dic 
untersuchten Farbstoffe nach abnehmender Reduzierbarkeit in die 
Reihe: Pyocyanin-Flavin-Rosindulin GG, also so, wie es nach 
den angegebenen Redoxpotentialen zu erwarten ist. Auch bei der 
Dehydrierung der Bernsteinsiure in Gegenwart von Muskel und 
den genannten Farbstoffen steht das Flavin, beziiglich seine 
EKignung als Wasserstoffacceptor, zwischen Pyocyanin und Rosin. 
dulin GG. Das Pyocyanin wird namlich schon in Gegenwart 
von gewaschenem Muskel durch Bernsteinsiure hydriert, wie fol. 
gender Versuch zeigt: 


0,2 g fein geschnittener, gewaschener Rattenmuskel, 0,5 ccm m)}. 
bernsteinsaures Na (Kontrollversuch 0,5 cem H,0), 0,5 cem 0,05°/, ige Pyo- 
cyaninlésung, 0,3 cem m/2-Phosphatpuffer py 8,68. 

Entfirbungszeit mit Bernsteinsiure = 67 Minuten 
” ohne i = 670 sa 
Beim Schiitteln mit Luft: Riickkehr der blauen Farbe des Pyocyanins, 


Zur Reduktion des Lactoflavins durch Bernsteinsiure ist 
die Anwesenheit von ungewaschenem Muskel und Leberextrakt nitig, 
Das Rosindulin GG wurde auch in Gegenwart des Leber-Akti- 
vators im Bernsteinsaéure-Dehydrase-System nicht reduziert. 


Nachtrag bei der Korrektur. 

Die, im Kapitel III tiber den Mechanismus der Flavinatmung angestellten 
Betrachtungen, wonach die anaerobe Reduktion der Flavine an die gleich- 
zeitige Anwesenheit des Warburgschen Systemes des gelben Oxydations- 
fermentes gebunden sein soll, haben sich inzwischen experimentell stiitzen 
lassen. Wir fanden, daB im Warburgschen System '): Hexosemonophosphor- 
siure?) — Zwischenferment-Coferment-gelbes Oxydationsferment — im 
anaeroben Versuch eine sehr rasche Entfiirbung von zugesetztem Lactoflavin 
stattfindet, und zwar nur dann, wenn alle Komponenten gleichzeitig anwesend 
sind; fehlt auch nur eine davon, dann unterbleibt die Reduktion des Flavins. 
Das Substrat — die Hexosemonophosphorsiiure — 14Bt sich dabei durch 
Bernsteinsiiure + ungewaschener Muskel ersetzen. Die, im Kapitel II be- 
schriebene aktivierende Wirkung des Leberextraktes wird in diesen Versuchen 
durch das System: Zwischenferment-Coferment-gelbes Oxydationsferment 
erfillt; und dieses stellt offenbar das wirksame Prinzip des Leberextraktes 
dar. Diese Vermutung hat sich durch Versuche iiber die ,,Respiratory- 
supplement“-Wirkung des Leberextraktes bestitigen lassen; bei der steigernden 
Wirkung des Leberextraktes auf die Erythrocyten-Atmung spielen allerdings 
nicht nur Enzyme (Zwischenferment und gelbes Oxydationsferment), sondern 
auch der Gehalt an Substanzen, die als Substrate wirken kénnen, eine Rolle. 

Die ausfiihrliche Beschreibung der Versuche erfolgt spiiter. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir det 
besten Dank aus fiir ein Herrn E. F.Méller gewihrtes Stipendium. 


1) O. Warburg u. W. Christian, a. a. O. 
*) Es wurde Neuberg-Ester verwendet. 


























Nucleinsauren. 
IV. Mitteilung’). 
Die Konstitution der Pyrimidin-nucleotide. 


Von 


Hellmut Bredereck. 





(Aus dem Chem. Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Marz 1934.) 


Yamagawa?’) hatte festgestellt: Die Hydrolysengeschwindig- 
keit der Uridylsiure ist von der gleichen GréBenordnung wie die 
der Inosinsiure. Daraus konnte man folgern, da8 die Phosphor- 
siure in der Uridylséure ebenso wie in der Inosinsiure am Kohlen- 
stoffatom 5 der Ribose sitzt. Levene’) bestimmte die Hydrolysen- 


_geschwindigkeit der Dihydrocytidylsiiure und fand sie in Uber- 


einstimmung mit der Hefe—Adenylsiure und Guanylsiure. Er 
schlo8 daraus, nicht nur in der Dihydrocytidylsiure, sondern auch 
in der Cytidylsiure und Uridylsiure sitzt der Phosphorsiurerest 
am sekundiren Kohlenstoffatom 2 oder 3. Dieser letztere Schluf 
konnte nur gezogen werden, wenn es gelang, den Zusammenhang 
zwischen Cytidyl- und Uridylsiure dadurch zu beweisen, da8 man 
Cytidylsiure durch Desaminierung in Uridylsaure iiberfiihrte, eine 


Reaktion, die auf die Stellung der Phosphorsiure keinen Einfluf 
hatte. Es gelang in der vorliegenden Arbeit, Cytidylsiure durch 
_ Desaminierung mit HNO, in die Uridylsiure iiberzufiihren. Letztere 
_konnte in Form ihres Brucinsalzes isoliert werden. 


Die sich widersprechenden Versuche von Levene und Ya- 


Imagawa machten es notwendig, die Frage nach dem Sitz der 
_Phosphorsiure experimentell zu priifen. Die von Levene fiir 
die Aufklarung der Xanthyl-*) und damit der Guanylsiure und 
weiter der Hefe—Adenylsiiure') herangezogene Methode, die Siure 
an der Glucosidbindung zu spalten und die erhaltene Ribose- 
_phosphorsiure weiter zu untersuchen, schied im Falle der 


') ILL. Mitteilung, Diese Z. 223, 61 (1934). 

*) Yamagawa, J. of biol. Chem. 43, 339 (1920). 

*) Levene u. Jorpes, J. of biol. Chem. 81, 575 (1929). 

*) J. of biol. Chem. 98, 9 (1932). 5) J. of biol. Chem. 101, 419 (1933). 
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Pyrimidinnucleotide aus, da die Glucosidbindung durch Kochen 
mit verdiinnter Schwefelsiure nicht gesprengt wird, vielmehr erst 
bei Verwendung konzentrierterer Siuren, die aber dann die Zucker. 
komponente weitgehend zerstéren. Es war daher notwendig, die 
Stellung der Phosphorsiure am unverinderten Molekiil zu unter. 
suchen. Sollte die primaire OH-Gruppe (am Kohlenstoffatom 5) 
frei sein, so miiBten sich die beiden Nucleotide mit Tritylchlorid}) 
umsetzen lassen. Die mit Uridylsiure angestellten Versuche fiihrten 


nicht zum Ziel: Der saure Phosphorsaurerest lieB wohl die Bil.. 


dung einer Tritylverbindung, die ganz allgemein von Siuren so- 
fort hydrolytisch gespalten werden, nicht zu. Es wurde daher 
das Dibrucinsalz der Uridylsiure (I) mit Tritylchlorid umgesetzt 
und dabei das Monobrucinsalz der Trityluridylsiure (II) erhalten, 
Der bei der Reaktion freiwerdende Chlorwasserstoff hatte ein Mol 
Brucin abgespalten, das auch als salzsaures Salz isoliert werden 
konnte. Um die Méglichkeit auszuschlieBen, daB der Tritylrest 
in das eine noch vorhandene Brucinmolekiil, dessen Konstitution 
uns ja bis jetzt noch nicht vollkommen bekannt ist, eingetreten war, 
wurde das Brucin mit Ammoniak herausgespalten und dabei das 
Monoammoniumsalz der Trityluridylsiure (II]) erhalten. Auffallend 
war, daB nur ein Monoammoniumsalz gefaBt werden konnte, es 
war daher noch méglich, da8 das Trityl am Phosphorsiiurerest 
saB. Wenn diese Annahme auch héchst unwahrscheinlich war — 
bei Behandlung mit Ammoniak zur Darstellung des Ammoniumn- 
salzes hatte ja Trityl am Phosphorsiurerest abgespalten werden 
miissen —, so wurde doch versucht, ein Dinatriumsalz der Trityl- 
uridylsiure zu erhalten. In der Tat konnte aus dem Mono- 
ammoniumsalz bei Behandlung mit NaOH neben einem Mono- 
auch ein Dinatriumsalz der Trityluridylsiure (IV) erhalten werden. 
Die beiden Natriumsalze konnten auch direkt aus dem Mono- 
brucinsalz (II) bei Behandlung mit NaOH isoliert werden. Der 
Tritylrest konnte mithin nur am Kohlenstoffatom 2 oder 3 sitzen. 
Aus dem Gemisch der beiden Natriumsalze wurde ein normales 
Bleisalz erhalten. Der Versuch das Bleisalz mit H,S zu zerlegen, 
um zur freien Trityluridylsiure zu gelangen, scheiterte; die Aci- 
ditt der Phosphorsiuregruppe spaltete den Tritylrest ab, der als 
Tritylearbinol gefaBt werden konnte. Ein Beweis fiir die Richtig- 
keit der angenommenen Konstitutionsformeln IT—IV wurde durch 
saure Hydrolyse des Mononatriumsalzes erbracht: Dabei wurde 





1) Helferich, Moog u. Jiinger, Ber. chem. Ges. 58, 872 (1925). 















Nucleinsiuren. 8] 


Tritylearbinol und Uridylsaure, identifiziert als Brucinsalz, erhalten. 
Aus den Versuchen folgt: In der Uridylsiiure und mithin auch 
in der Cytidylsiure sitzt die Phosphorsiiure an einem sekundiiren 
Kohlenstoffatom. Aus Analogie zur Guanylsiure und Hefe—Adeny]l- 
siure ist anzunehmen, daf die Phosphorsiiure am Kohlenstoff- 
atom 8 sitzt. Die Konstitution der Uridyl- und Cytidylsiure ist 
durch die Formeln V und VI wiedergegeben. 

In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis fihrt auch Zusatz 

von Borsiure') zu einer mit NaOH neutralisierten Lisung von 
Uridyl- und Cytidylsiure nicht zu einem sauren Komplex yon 
sréBerer Dissoziationskonstante als die der Borsiure. 
Zum SchluB sei erwibnt, daB das friiher als amorphe Sub- 
stanz beschriebene Trityluridin?) nunmehr aus absolutem Alkohol 
krystallin erhalten werden konnte (Schmelzp. 202°, nach 3 maligem 
Umkrystallisieren). 


Der Firma C.F. Boehringer & Séhne, Mannheim-Waldhof 
bin ich far Uherlassung der Hefe—Nucleinsdure zu Dank ver- 
pflichtet. 


ras N.C, H30, — NiG,H3 02 
Me : 
/ HCOOH / HCOOH 
O | / Brucin O | / Brucin 
\, HCOP=0O me \ BOOPSO 
\ | \ Brecin oe | Nae 
CH CH 
| | 
CH,OH CH,OC(C,H,)s 
(I) | dD 
HA ANCHO, H. __N,C,H,0, 
Z| 
/ HCOH / HCOH | 
me 9 |  /ONH, O | /ONa 
HCOP— a \ HCOP<0 
7 OH % | ONa 
CH CH 
| | 
CH,OC(C,H,), CH,OC(C,H,); 
(IIT) ([V) 


1) Klimek u. Parnas, Biochem. Z. 252, 392 (1932). 

*) Bredereck, Ber. chem. Ges. 65, 1830 (1932). — Anmerkung bei 
der Korrektur: In einer gerade erschienenen Arbeit gibt Levene [J. of 
biol. Chem. 104, 385 (1934)] fiir Trityluridin den Schmelzp. 200° an. 
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Desaminierung von Cytidylsdure. 0,8 g Cytidylsiiure werden in 
10 ccm Wasser aufgeschlimmt, 3,3 g Natriumnitrit und 3,3 ccm 
Hisessig zugegeben. Nach 4 Stunden ist die Stickstoffentwicklung 
beendet. Die klare Lésung wird noch 15 Stunden im Eisschrank 
aufbewahrt, dann unter Kihlung schwach ammoniakalisch gemacht, 
filtriert und unter vermindertem Druck bei 35—40° verdampft. 
Der Riickstand wird in wenig Wasser gelést, wiederum verdampft 
und nochmals mit 30 ccm Wasser aufgenommen. Falls die Lisung 
alkalisch reagiert, wird sie mit wenigen Tropfen verdiinnter 
Schwefelsiure neutralisiert. Die Lisung wird mit einer filtrierten 
Lésung von 1,6 g Brucin in 25 ccm Alkohol versetzt. Nach 
5 stiindigem Stehen wird der Niederschlag abgesaugt und mit 
35°/, igem Alkohol ausgewaschen. Die Substanz wird aus 100 ccm 
35°/, igem Alkohol durch Kochen am RiickfluBkiihler umkrystalli- 
siert. Ausbeute: 1,8 g. 

Nach Schmelzpunkt (178—181°), Drehung ([¢]?? = — 20,37° 
und Léslichkeit erwies sie sich als uridylsaures Brucin. 


Monobrucinsalz der Trityl-uridylsaure. 12g wasserfreies uridy- 
saures Brucin werden in 70 ccm absolutem Pyridin gelést und 
mit 6 g Tritylchlorid versetzt. Die nach 24 stiindigem Aut- 
bewahren bei Zimmertemperatur entstandene krystalline gallert- 
artige Abscheidung wird abgesaugt (Filtrat Nr. 1) und 2mal mit 
Pyridin gewaschen. Ausbeute: 4,8 g. Die Substanz wird aus 
36 ccm absolutem Pyridin umkrystallisiert. Zur endgiiltigen Rei- 
nigung wird noch ein zweites Mal aus Pyridin umkrystallisiert. 
Schmelzpunkt ab 184°. Die Substanz wurde bei 100° und 2 mm 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


5,090 mg Subst.: 0,261 ccm N (20°, 759 mm). — 5,420 mg Subst.: 
12,54 mg CO,, 2,76 mg H,0. 
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Cs:H5s0,3N,P (960,47) Ber. C 63,72 H5,56 N 5,82 
Gef. ,, 63,10 ,, 5,70 ,, 5,96. 

— 0,10 x 4,9365 

0,0192 x 1 x 0,98 — 

Die vom gallertartigen Niederschlag befreite Pyridinlésung 
(Filtrat Nr. 1) wird in 500 ccm Wasser eingeriihrt, der Nieder- 
schlag nach einem Tag abgesaugt (Filtrat Nr. 2) und auf dem 
Wasserbad getrocknet. Die Substanz wird zuniichst mit 50 ccm 
Ather, dann nach dem Absaugen nochmals mit 50 ccm Alkohol 
ceschiittelt. Der Riickstand (6,7 g) besteht aus unveriindertem 
uridylsaurem Brucin, das nach dem Umkrystallisieren wiederum 
mit Tritylchlorid umgesetzt werden kann. Die wibrige Liésung 
(Filtrat Nr. 2) wird auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft. 
Der Riickstand wird zunichst zur Beseitigung von noch vor- 
handenem Tritylcarbinol 3mal mit Ather extrahiert, dann unter 
Zusatz von Alkohol abgesaugt (2,6 g). 

Die Substanz wird in 30 ccm Wasser aufgenommen und vom 
Ungelésten — es erweist sich gleichfalls als uridylsaures Brucin — 
abgesaugt. Das Filtrat wird mit verdiinnter Natronlauge versetzt, 
der Niederschlag abgesaugt und durch Lésen in Alkohol und Ver- 
setzen mit Wasser umkrystallisiert. Die Substanz ist Brucin 
(Schmelzp. 176—178°). 


Monoammoniumsalz der Trityl-uridylsiure. 1,2 ¢ fein gepulvertes 
Monobrucinsalz der Trityl-uridylsiure werden in 20 ccm Wasser 
aufgeschlimmt und 4 ccm konzentriertes Ammoniak zugegeben. 
Beim Umschiitteln geht die Substanz in Lésung. Die Lésung 
wird zur Entfernung von Brucin 3 mal mit Chloroform extrahiert. 
Die waBrige Schicht wird mit wenig Alkohol versetzt und nach 
1 stiindigem Stehen von eventuell vorhandenem Niederschlag ab- 
filtriert. Die waBrige alkoholische Liésung, die ammoniakalisch 
reagiert, wird auf dem Wasserbad (Sparbrenner) allmahlich ver- 
dampft. Dabei verschwindet die alkalische Reaktion. Beim weiteren 
Kinengen beginnt auf Zusatz von Methanol die Substanz aus- 
zukrystallisieren. Ausbeute 0,3 g. Schmelzp. 165—170° (korr,). 

Die Substanz krystallisiert aus Wasser—Alkohol mit 3 Mol 
Krystallwasser. Zur Entfernung des Krystallwassers wurde 
3 Stunden bei 100° und 2mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 





[a]5°= 


— 26,2° (Pyridin). 


Die wasserfreie Substanz ist hygroskopisch. 

4,657 mg Subst.: 9,85 mg CO,, 2,25 mg H,O. — 4,311 mg Subst.: 
0,265 cem N (23°, 753 mm). — 9,631 mg Subst.: 35,430 mg (NH,),- PO,-12 MoO, 
-4H,0. 


6* 
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C,,Hs,0,N3P (583,28) Ber. C 57,60 H518 N720 £P 5,32 


Gef. ,, 57,68 ,, 5,40 ,, 7,02 4, 5,34, 


+ 0,46 x 2,953° 
[olo° = 9 9495 x 1 x 0,98 

Mono- und Dinatriumsalz der Trityl-uridylsiure. Mononatrium- 
salz: 2,5 g fein gepulvertes Monobrucinsalz werden in 35 ccm 
1 n-NaOH durch Schiitteln gelist. Das sich abscheidende Brucin 
wird mit Chloroform (2 mal) ausgeschiittelt. Die wiBrige Schicht 
wird unter Eiskithlung vorsichtig unter Schiitteln mit Essigsiure 
versetzt, bis die Lésung gegen Lackmus gerade sauer reagiert. 
Der ausgefallene Niederschlag wird sofort abgesaugt und mit ganz 
schwach essigsaurem Wasser mehrfach ausgewaschen. Die Sub- 
stanz wird in wenig Wasser bei Wasserbadtemperatur gelést und 
mit heiBem, absolutem Alkohol bis zur beginnenden Triibung ver- 
setzt. Von einer evtl. Triibung wird abfiltriert und die nach 
mehrstiindigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur abgeschiedene 
schén krystalline Substanz abgesaugt. Ausbeute 0,7 g. Zur 
Reinigung wird noch 1—2 Mal in der gleichen Weise umkrystalli- 
siert. Schmelzp. 170—175°% Zur Analyse wurde die Substanz 
bei 130° tiber P,O, bei 2 mm zur Konstanz getrocknet; sie ist 
sehr hygroskopisch. 

4,620 mg Subst.: 9,690 mg CO,, 1,940 mg H,0O. 

C,,H,,0,N,PNa (588,25) Ber. C 57,12 H 4,46 
Gef. ,, 57,20 9, 4,70. 

0,1 g der Substanz wurden in 3 ccm Wasser gelist und mit 
einem Tropfen konzentrierter Salzsiure versetzt. Die anfangs 
gallertartige Abscheidung wurde beim Erwirmen flockig. Der 
Niederschlag wurde abgesaugt und aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert. Die Substanz erwies sich nach Schmelzpunkt 
(160—161°) und Mischschmelzpunkt (160—162°) als identisch mit 
Tritylearbinol. Das Filtrat der obigen Fallung wurde mit NaOH 
bei Gegenwart von Phenolphthalein neutralisiert, filtriert und mit 
einer Lésung von 0,2 g Brucin in 3 ccm Alkohol versetzt. Das 
nach einigen Stunden abgesaugte Produkt erwies sich nach Schmelz- 
punkt, Léslichkeit und Drehung als uridylsaures Brucin. 

Dinatriumsalz: Das Filtrat der ersten Krystallisation des 
Mononatriumsalzes wurde im Vakuum bei 30° verdampft, der 
Riickstand in sehr wenig Wasser warm gelést und bis zur be- 
ginnenden Triibung mit heiBem, absolutem Alkohol versetzt. Die 
Krystalle wurden nach mebhrstiindigem Stehen abgesaugt (0,3 g, 
Schmelzp. 180—195°), das Filtrat nochmals eingedampft und der 





= + 32,6° (Pyridin). 
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Riickstand in der gleichen Weise aus Wasser—Alkohol umkrystalli- 
siert (L80—195°). Die beiden Substanzen wurden vereinigt und 
insgesamt 3mal aus Wasser—Alkohol umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 215—220°. Zur Analyse wurde die Substanz bei 130° tiber 
P,O, bei 2mm zur Konstanz getrocknet; sie ist sehr hygroskopisch. 
4,480 mg Subst.: 9,030 mg CO,, 1,800 mg H,0. 
C,,H,,0,N,PNa, (610,25) Ber. C 55,06 H 4,13 
Gef. ,, 54,96 ,, 4,50. 
Beide Natriumsalze konnten aus dem Monoammoniumsalz 
durch Lésen in NaOH und Versetzen mit Essigsiure erhalten 
werden. Die Trennung erfolgte in der eben geschilderten Weise. 


Bleisalz der Trityl-uridylsiure. 1 ¢ des durch Fillung mit 
Kssigsiure erhaltenen Gemisches der beiden Natriumsalze wurde 
in 40 com Wasser gelést, die heiBe wiBrige Lisung mit einer 
heiBen 25°/, igen Bleiacetatlésung versetzt, bis kein Niederschlag 
mehr entstand. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen, nochmals mit 15 ccm Wasser ausgekocht. 0,4 g da- 
von wurden zur weiteren Reinigung in 10 ccm Wasser und 3 ccm 
2n-NaOH gelést, filtriert und unter Eiskiihlung mit Essigsiure 
versetzt, bis die Lésung gegen Lackmus gerade sauer reagierte. 
Der abgesaugte mit Wasser gewaschene Niederschlag wurde noch- 
mals mit 15 ccm Wasser, dann mit 5 ccm absolutem Alkohol 
ausgekocht. Schmelzp. 211—213°. Zur Analyse wird die Sub- 
stanz bei 130° tiber P,O, bei 2mm zur Konstanz getrocknet. 

4,320 mg Subst.: 6,981 mg CO,, 1,315 mg H,0O. 

C,,H,,0,N,PPb (771,44) Ber. C 43,56 H 3,27 
Gef. ,, 44,07 ,, 3,41. 

Cytidylsdure und Borséure. 1. 0,05 g Cytidylsiure wurden in 
7 ccm Wasser gelést und 1 Tropfen einer alkoholischen Phenol- 
phthaleinlésung zugegeben. Man laBt tropfenweise n/10-Natron- 
lauge zuflieBen, bis die Lésung gerade schwach rosa gefarbt ist. - 

2. 5 ccm einer 0,2°/,igen waBrigen Borsdiurelésung wurden unter 
Zusatz von 1 Tropfen alkoholischer Phenolphthaleinlésung mit 
n/10-Natronlauge versetzt, bis eine schwache Rosafarbung auftritt. 

Je 2 ccm der Lésungen 1 und 2 wurden zusammengegossen. 
Die schwache Rosafirbung bleibt bestehen. 

Uridylsdure und Borséiure. Der Versuch wurde in genau der 
gleichen Weise ausgefiihrt wie mit Cytidylsiure. 

Auch in diesem Fall blieb die schwache Rosafirbung bestehen. 
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Beitrag zum biologischen Vergleich des Vitamins D 
aus Fischleberélen mit dem aus bestrahltem Ergosterin. 
Von 
0. Dalmer, F. vy. Werder und Th. Moll. 





(Aus den Forschungslaboratorien der chemischen Fabrik E. Merck, Darmstadt.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mirz 1934.) 





Seit Windaus und Hess, Rosenheim und Webster iiber 
die epochemachende Entdeckung berichtet haben, daB Ergosterin 
durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht in ein antirachitisch 
hochwirksames Produkt iibergeht, steht die Frage offen, ob das 
wirksame Prinzip des bestrahlten Ergosterins mit dem seit langem 
als antirachitisch wirksam bekannten Inhaltsstoff von Fischleber- 
6len identisch ist. Zahlreiche Forscher, in der Hauptsache solche 
mit biologischer Arbeitsrichtung, haben sich mit diesem Problem 
beschiaftigt. Das Interesse an dieser Frage hat sich noch ver- 
stirkt, nachdem es in neuerer Zeit gelungen ist, den anti- 
rachitischen Wirkstoff des bestrahlten Ergosterins in reiner, 
krystallisierter Form darzustellen. Da die antirachitische Wirk- 
samkeit des bestrahlten Ergosterins diejenige der vitaminreichsten 
Fischleberéle um ein Vielfaches iibertrifft, und die Anreicherung 
des wirksamen Prinzips aus der letztgenannten Quelle noch niclit 
in wiinschenswerter Weise gelungen ist, war ein direkter Ver- 
gleich chemischer und physikalischer Kigenschaften beider Faktoren 
nicht durchfiihrbar bzw. entbehrten alle dahin fiihrenden Ver- 
suche!) jeder Grundlage. Unsere Kenntnis von den physikalischen 
und chemischen Eigenschaften des antirachitisch wirksamen 
Prinzips der Fischleberéle ist noch sehr gering. Nur wenige 
Kigenschaften allgemeiner Natur, die als gesichert angesehen 
werden kénnen, sind bekannt geworden. Wir wissen, daB das 
sogenannte natiirliche D-Vitamin der Fischleberéle gegen alkalisch 
verseifende Agentien bestindig ist*) und durch Digitonin nicht 





) Z. B.: J. Avellar de Loureiro, C. r. Soe. Biol. 106, 7, 555—557 (1931). 

*) Nach einer Mitteilung von Kon und Booth, Chem. a. Ind. 52, 19, 
420—421 (1933) soll der antirachitische Faktor der Butter dureh alkalische 
Verseifung zerstért werden. 
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gefillt wird?) Durch Erhitzen auf 200° wird der wirksame 
Faktor véllig zerstért*). Auch durch Bestrahlung mit ultraviolettem 
Licht fallt das Vitamin allmihlich der Zerstérung anheim‘). Die 
wenigen geschilderten Kigenschaften werden zwar vom D-Vitamin 
aus bestrahltem Ergosterin geteilt, doch wiire es verfehlt, auf 
die Natur des natiirlichen Vitamins D aus so geringfiigigem Material 
Schliisse ziehen zu wollen. Einen bemerkenswerten Fortschritt 
der Erkenntnis brachte in jiingster Zeit eine Arbeit von F. Ender’), 
dem eine weitgehende Anreicherung von D-Vitamin aus Thunfisch- 
leberél gelungen ist. Der genannte Autor konnte zeigen, daf 
die hochaktiven Vitamin-Konzentrate aus Thunfischleberél im 
Gegensatz zum D-Vitamin aus bestrahltem Ergosterin keine selek- 
tive Absorption in der Gegend um 265 mw aufweisen und mit 
Phthalsiiureanhydrid schon bei Raumtemperatur verhiltnismibig 
rasch reagieren. Natiirliches D-Vitamin besitzt somit gleichfalls 
Alkoholnatur. Wenn sich die Befunde Enders bestitigen, ist 
die Nichtidentitaét beider Vitamine erwiesen. Wir wollen auf die 
Untersuchung von Ender nicht pviher eingehen, wir bemerken 
aber, daB uns die Beweisfiihrung des Verfassers noch iiberzeugender 
erscheinen wiirde, wenn zum Vergleich eine biologische Wert- 
bestimmung des krystallisierten Vitamins D, nach derselben kura- 
tiven Methode vorgenommen worden wiire, die zur Ermittlung der 
antirachitischen Wirksamkeit des natiirlichen Vitamin D-Konzen- 
trates gedient hat. 

Wie schon eingangs erwahnt, hat die Mehrzahl der Forscher 
versucht, das Problem von der biologischen Seite aus einer Lisung 
niher zu bringen. Es besteht Einmiitigkeit dariiber, daB die 
Heilung der Rattenrachitis qualitativ in der gleichen Weise 
durch bestrahltes Ergosterin bzw. Vitamin D, (Calciferol neu), 
wie auch durch Lebertran oder andere natiirliche Vitamin D- 
Quellen hervorgerufen wird*—), und das gleiche gilt von den 


2) Nelson und Steenbock, J. of biol. Chem. 64, 299—312 (1925). ° 
8) AuBerung Gyérgy’s auf dem II. Internat. KongreB fiir Kinder- 
heilkunde, Stockholm, August 1930. Dtsch. med. Wschr. 1930, Nr. 41, 1761. 
. 4) Wyman, Holmes, Smith, Stockbarger u. Pigott, Am. J. Dis. 
Childr. 34, Nr. 5, 753—764 (1927). 
5) Z. f. Vitaminforsch. 2, H. 4, 241—249 (1933). 
6) T. F. Zucker und M. J. Matzner, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 
21, 186 (1924). 
7) Shohl, Bennet u. Weed, ebenda 25, Nr. 7, 551—554 (1928). 
8) J. Alquier, Bull. Soc. Hyg. Aliment. 1930, 18, 51—58. 
® V. Demole, Schweiz. med. Wschr. 1951, Nr. 8, 177—182. 
1) Shelling und Asher, Bull. Hopkins Hosp. 50, 344—356 (1932). 
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Wirkungen beider D-Vitamine auf den Organismus des Kindes, 


Dagegen sind in quantitativer Hinsicht Unterschiede in der Wir. 
kung von bestrahltem Ergosterin und natiirlichem D-Vitamin 
beobachtet worden. Von mehreren Forschern wurde iibereinstim- 
mend berichtet, daB aktiviertes Ergosterin zur Verhiitung bzv. 
Heilung rachitischer Erscheinungen bei jungen Hiihnern weit 
weniger wirksam ist als die nach der Wirkung im Rattentest 
iquivalente Menge Dorschlebertran’}~}*). Steenbock und Mit- 
arbeiter?%) haben dabei aus ihren Versuchen gefolgert, daB das 
Vitamin D des bestrahlten Ergosterins eine andere Substanz ist als 
dasjenige im Lebertran. Analoge Wirkungsunterschiede wurden auch 
bei der Verabreichung beider Vitamine an Kindern beobachtet ! 1%), 

Noch vollig ungeklart ist ferner die Frage, ob das Vitamin ]) 
aus natiirlichem Vorkommen bei entsprechender Uberdosierung 
das gleiche Vergiftungsbild hervorzurufen vermag, wie es von 
Kreitmair und Moll?*) fiir das bestrahlte Ergosterin gezeigt 
und spiter auch von Windaus, Linsert, Littringhaus und 
Weidlich’) fir das krystallisierte Vitamin D, sichergestellt 
wurde. Zwar liegen schon Mitteilungen iiber toxische Wirkungen 
nach Darreichung groBer Dosen von Dorschlebertran und Heilbutt- 
lebertran vor1® 15,1%), aber die hierbei beobachteten Erscheinungen 
sind nicht als charakteristische D-Hypervitaminose anzusprechen. 
Es fehlen fiir einen Vergleich die notwendigen biologischen An- 
gaben iiber den Vitamin D-Gehalt der benutzten Trane, und es wird 
nicht beriicksichtigt, daB Vitamin A bei Tieren nach Uberdosierung 
ebenfalls Schidigungen verursacht®°). Die Angaben von Emett, 





1) A. F. Hess und G. C. Supplee, Proce. Soe. exper. Biol. a. Med. 27, 
609 (1929/30). 

12) O. N. Massengale und M. Nussmeier, J. of biol. Chem. 87, 415, 
423 (1930). 

13) J. of biol. Chem. 97, 249—264 (1932). 

14) Barnes, Brady und James, Am. J. Dis. Childr. 39, 45 (1930); 
J. Am. Med. Assoc. 94,7, 511 (1930). 

15) de Sanctis u. Craig, J. Am. Med. Assoc. 94, 1285 (1930). 

16) Miinch. Med. Wschr. 1928, Nr. 15, 637. 

17) Lieb. Ann. 492, 226 (1932). 

18) Agduhr, Acta paediatr. (Stockh.) 5, H. 3/4, 319—410 (1926); 
Ber. Physiol. 36, 627 (1926). 

89) Collazo, Varela u. Rubino, Rey. Asoc. med. argent. 41, 809 
bis 826 (1928); Ber. Physiol. 50, 754 (1929). 

*”) Schmidt-Nielsen, Svensk Kem. Tidskr. 43, 6, 141—155 (1931). 

*) Th. Moll, O. Dalmer, v. Dobeneck, Domagk u. Laquer, 
Arch. f. exp. Path. 170, 176 (1933). 
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Bird und Nielsen?), die bei Verabfolgung von Heilbuttlebertran 
an Ratten keine Nebenwirkungen nach 400facher Uberdosierung 
yon Vitamin D und 1000facher Uberdosierung von Vitamin A 
feststellen konnten, stehen durchaus im Einklang mit den Beob- 
achtungen beim Vitamin D aus bestrahltem Ergosterin. Auch 
hier liegen die toxisch wirkenden Dosen fir diese Tiere weit 
hoher. 

Einwandfreie Uberdosierungsversuche mit Vitamin D aus 
natiirlichen Vorkommen an geeignetem Tiermaterial ohne gleich- 
geitige Verabfolgung groBer Mengen von Vitamin A waren bisher 
iiberhaupt noch nicht durchgefiihrt. Wir hatten uns die Aufgabe 
gestellt, diese Liicke experimentell zu schlieBen und hatten dabei 
Gewicht auf eine prizise Beantwortung folgender Fragen gelegt: 


1. Wird durch entsprechende Uberdosierung von natiirlichen 
Vitamin D-Konzentraten, die méglichst arm an Vitamin A sind, 
ein gleiches oder ahnliches Vergiftungsbild hervorgerufen, wie 
wir es von bestrahltem Ergosterin her kennen? 


2. Wie steht es mit dem therapeutischen Index derartiger 
natiirlicher Vitamin D-Praparate? Unter therapeutischem Index 
eines Vitamin D-Praparates verstehen wir das Verhiltnis der 
nach dem prophylaktischen Verfahren an der Ratte ermittelten 
antirachitisch wirksamen Grenzdosis zu dem nach der Versuchs- 
methodik von Moll?) an der Maus bestimmten Giftgrenzwert. 

Fir die Bearbeitung dieser Frage war es notwendig, Kon- 
zentrate aus Fischleberdélen mit geniigend hoher Vitamin D- 
Wirksamkeit herzustellen. Zu diesem Zweck wihlten wir die 
als sehr vitaminreich bekannten Leberéle des Thunfischs und 
des Heilbutts als Ausgangsmaterial. Derartige Trane fanden wir 
in ihrem Vitamingehalt oft sehr verschieden und konnten eine 
Parallelitat zwischen dem Vitamin A- und Vitamin D-Gehalt der 
Leberdle nicht feststellen. Die Ole wurden unter den im Ver- 
suchsteil naher geschilderten Bedingungen verseift und das Un- 
verseifbare entweder vollstandig oder sehr weitgehend vom Chole- 
sterin befreit. Die so gewonnenen Konzentrate besaBen die volle 
Vitamin A- und D-Wirksamkeit des Ausgangsmaterials. 

Die weitere Aufgabe war es nun, diese angereicherten Produkte 
unter tunlichster Erhaltung des D-Vitamins méglichst weitgehend 





*1) Ind. Eng. Chem. 24,9, 1073—1077 (1932). 
2) Holtz, Laquer, Kreitmair und Th. Moll, Biochem. Z, 237, 
269 (1981). 
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von Vitamin A zu befreien. Hier fanden wir vor etwa 21/, Jahren 
einen recht gangbaren und einfachen Weg. LaBt man nimlich 
auf in Ather oder Benzol geléstes Vitaminkonzentrat iiberschiis- 
siges Maleinsiureanhydrid bei Raumtemperatur einwirken, 50 
vereinigt sich das Reagens mit dem Vitamin A. Das Addukt 
148t sich auf Grund seiner sauren Kigenschaften leicht von dem 
Neutralteil, in dem das Vitamin D verbleibt, abtrennen. Be; 
einem Konzentrat aus Dorschlebertran wurde seinerzeit eine 
restlose Abtrennung des Vitamins A unter voller Erhaltung des 
Vitamins D erreicht. Wir haben dieses Verfahren auf unsere 
Konzentrate aus Heilbutt- und Thunfischleberél mit gutem Erfolg 
iibertragen. Mindestens 90 °/, des urspriinglich vorhandenen 
Vitamin A-Gehaltes konnten in jedem Fall eliminiert werden. 

Die so vorbehandelten Produkte wurden unter bewubtem 
Verzicht auf eine weitere Anreicherung des Vitamins D biologisch 
ausgewertet. Das Ergebnis ist folgendes: 

Jedes von uns auf dem angegebenen Wege hergestellte 
Vitamin D-Konzentrat hat nach entsprechender Dosierung bei 
der Maus das typische Vergiftungsbild mit Organverkalkungen 
hervorgerufen, wie es nach Uberdosierung mit bestrahltem Ergosterin 
und dem krystallisierten Vitamin D, beobachtet wird. Dieses 
Ergebnis konnte auch an Kaninchen bestiitigt werden, woriiber 
an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet werden soll. 

Auch die therapeutischen Indices (Verhiltnis des an der 
Ratte ermittelten antirachitischen Grenzwertes zu dem an der 
Maus bestimmten Giftgrenzwert) der Vitamin D-Konzentrate aus 
Fischleberélen sind, wie im folgenden dargelegt wird, von der 
gleichen GréBenordnung und keinesfalls giinstiger als die des 
Vitamins D aus bestrahltem Ergosterin. 

Nach den vorliegenden Versuchen zeigt das D-Vitamin der 
Fischleberéle das gleiche biologische Verhalten wie das durch 
U. V.-Bestrahlung gewonnene krystallisierte Vitamin D aus Ergo- 
sterin. 


Versuche. 


Eliminierung des A-Vitamins aus einem Vitaminkonzentrat aus 
Dorschlebertran. — Versuch II,,,. Das Unverseifbare aus 1 kg Dorsch- 
lebertran wurde von der Hauptmenge des Cholesterins befreit. Es resul- 
tierten 3,4 g Vitaminkonzentrat, die in 20 ccm luftfreiem Benzol gelést wurden. 
Ein Teil des frisch hergestellten Materials wurde sogleich ausgewertet. 
Fiir die Priifungen auf antirachitische Wirksamkeit nach der prophylak- 
tischen Methode [?*), S. 247] wurden jedesmal 12 Tiere pro Dosis verwendet. 
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Prozeutsatz der im Prophylaxeversuch geschiitzten Tiere 


Datum, i 
25 mg 10 mg 5 mg 1 mg 
AbschluB der Lebertran, | Lebertran, | Lebertran, Lebertran, 


Priifung 85 y Extr: akt 34 7 Extrakt | 17 re annie 3,4 7 Extrakt 











21.8. 31 100 91 | 42 0 














18 cem der Benzollésung (entsprechend 3,06 g Festsubstanz) wurden 
mit 1,75 g Maleinsiureanhydrid versetzt. Die Lésung wurde unter Vakuum 
eingeschmolzen und blieb 5 Tage bei einer Temperatur von durchschnittlich 
19° stehen. Danach wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der 
Riickstand mit einer luftfreien Lésung von 6 g Kaliumhydroxyd in 150 ccm 
Methanol aufgenommen. Das Ganze wurde 2 Stunden im Wasserstoffstrom 
auf 50° erwirmt. SchlieBlich wurde ausgekochtes Wasser hinzugegeben 
und erschépfend mit Petroliither ausgeschiittelt. Die vereinigten und in 
chlichae Weise aufgearbeiteten Petrolitherausziige enthielten an Festsubstanz 
65°/, des eingesetzten Vitaminkonzentrates. Ein Teil des Materials wurde 
wie i avon sofort in Ol gebracht. Biologisch gepriift wurde die Dosis 22 1) 
die unter Beriicksichtigung der bei der Verarbeitung erhaltenen Ergebnisse 
10 mg Lebertran entspricht. Sie erwies sich im Schutzversuch an 12 Tieren 
als ausnahmslos wirksam. 


Die Priifung auf Vitamin A wurde auf kolorimetrischem Wege nach 
Carr und Price durchgefiihrt; sie ergab vollstiindige Abwesenheit von 
Vitamin A. Die Ultraviolettabsorption des Extraktes war nur schwach und 
wies keine ausgepriigten Maxima auf. 


D-Vitamin aus Lebertran verhialt sich also Maleinsiureanhydrid gegen- 
iiber prinzipiell gleichartig wie das Vitamin aus bestrahltem Ergosterin. 


Verarbeitung von Thunfischleberdlen. — Versuch V,,,. 100¢ 
Thunfischleber6]1 wurden verseift. Das Unverseifbare wurde durch Aus- 
frieren in Methanollésung von der Hauptmenge des Cholesterins befreit. 
Die so gewonnenen 7,2 g Extrakt wurden in 100 cem absolutem Ather ge- 
list. Nach Zusatz von 4,2 g frisch destilliertem Maleinsiiureanhydrid wurde 
die Lésung in eine Ampulle eingefiillt und vorsichtig im Vakuum bei einer 
Badtemperatur von 25° auf ein Volumen von 30 ccm eingeengt. Die Ampulle 
wurde dann abgeschmolzen und blieb 6 Tage bei einer Durchschnittstempe- 
ratur von 20° stehen. Danach wurde der Ampulleninhalt vorsichtig im 
Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand mit 100 ccm luftfreiem 
Methanol aufgenommen. Nach Zusatz einer ausgekochten Lésung von 
10 ¢g Kaliumhydroxyd in 100 cem Methanol wurde das Ganze unter Uber- 
leiten von sauerstofffreiem Stickstoff 2 Stunden auf 50° erwiirmt und dabei 
hiiufig umgeschiittelt. Nach dem Erkalten wurden 600 cem luftfreies Wasser 
hinzugefiigt und erschépfend mit niedrig siedendem Petrolither ausgeschiittelt. 
Die vereinigten Petrolitherlésungen wurden mit luftfreiem Wasser gewaschen, 
iiber gegliihtem Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum eingedampft. 
Alle Operationen wurden unter weitgehendstem Ausschlu8 von Luft durch- 
gefiihrt. 
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Es hinterblieben 3,37 g eines rétlich gefirbten dligen Produktes yoy 
angenehmem Geruch. 46,8°/, des eingesetzten Extraktes sind also nicht mit 
dem Maleinsiureanhydrid in Reaktion getreten. 

Der Vitamin A-Gehalt des verwendeten Thunfischleberéls betrug kolori. 
metrisch nach Carr und Price beurteilt 40000 Einheiten im Gramm. 

Nach Behandlung des Verseifungsproduktes mit Maleinsiureanhydrid 
waren etwa 90°/, des im Ausgangsmaterial vorhandenen A-Vitamins entfernt, 

Das Ergebnis der Priifung auf antirachitische Wirksamkeit ist aus 
nachstehender Tabelle ersichtlich. Die Dosen sind sowohl in Gewichts. 
mengen des verfiitterten Extraktes als auch in den entsprechenden Gewichts. 
mengen Thunfischleberé] angegeben. 











Prozentsatz der im Prophylaxeversuch geschiitzten Tiere 











Datum, isis 

80 y Thun- 40 y Thun- 20 y Thun- 10 y Thun- 

sa der fischleber6é], | fischleberél, | fischleberél, | fischleberédl, 

mamas 12,71 y Extrakt/ 1,36 y Extrakt|0,68 7 Extrakt|0,34 7 Extrakt 
9.5. 33 80 40 17 0 














Die antirachitisch wirksame Grenzdosis liegt demnach bei etwa 3 y Extrakt. 


Toxizititspriifung Nr. 756 a—e vom 5. 7. 33. 
































a) Zahl der 
, ee a toten Tiere, 
ages- efund der Einzelmiuse b) Durch- Bemerkungen 
dosis bei Versuchsende schnittliche i 
: ; : iiber 
in mg | (Gewichtszu- oder -abnahme, | Gewichts- Vesiaiiens 
Extrakt tot) abnahme der 6 
iiberlebenden 
Tiere 
28 |—5,5|tot am} tot am/tot am 3 tot Maus 1—4 deutl. Verk. 
8. Tag |10. Tag |11. Tag —5,5 
14 —3,0| —3,5 | —2,0 | —3,5 — 3,0 Maus 1, 2 u. 4 geringe, 
Maus 8 keine Verk. 
7 |—6,0} —5,0 | —2,5 | —2,5 — Maus 1 u. 4 geringe, 
—4,0| —3,0 | —1,5 | —1,0 — 3,0 Maus 2 sehr geringe, 
Maus 3 keine, 
Maus 5 sehr geringe, 
Maus 6, 7 u. 8 keine 
Verkalkung 








Giftgrenzwert: 7 mg Extrakt. 


y oder 1: 2300. 


, 3 
Therapeutischer Index: 7000 


Vergleichsweise sei der nach der gleichen Versuchsmethodik ermittelte 
Index des antirachitisch wirksamen Prinzips im bestrahlten Ergosterin, des 
Vitamins D, bzw. Calciferols neu, angefiihrt. Er beliuft sich auf 0,02/757 
oder 1: 3700. 





Ext 








kt. 
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Versuch V,,.,. 200 g eines Thunfischleberéls mit weit geringerem 
Vitamin D-Gehalt wurde analog dem vorigen Versuch verarbeitet. An von 
der Hauptmenge des Cholesterins befreitem Unverseifbaren wurden 16,4 g 
(baw. 8,2°/) des eingesetzten Leberéls) erhalten. Von diesem Material traten 
54,7°/, nicht mit Maleinsiureanhydrid in Reaktion. 

Der Vitamin A-Gehalt des verwendeten Thunfischleberéls betrug 
40000 Einheiten pro Gramm. Nach der Behandlung mit Maleinsiureanhydrid 
waren 91°/, des urspriinglich vorhandenen Vitamins A entfernt. 




















Prozentsatz der im Prophylaxeversuch geschiitzten Tiere 








Datum, 


AbschluB 1100 v 4407 | 2207 | 1767 | 1107 | 227 
der Leber@l, | Leberél, | Leberol, Leberél, | Leberél, | Leberdl, 
— 50 ¥ 20 ¥ | rn ae a ly 

Priifung Extrakt | Extrakt | Extrakt | Extrakt | Extrakt | Extrakt 





















19.9. 33 100 | 100 | 50 | 40 | 17 | 0 


| | | 






Die antirachitisch wirksame Grenzdosis betrigt etwa 18 y. 






Toxizititspriifung Nr. 760/765 vom 7. 6. 33. 













a) Zahl der 
toten Tiere, 

















Tages-| Befund der Einzelmiuse b) Durch- Bemerkungen 
dosis bei Versuchsende schnittliche iiber 
in mg |(Gewichtszu- oder -abnahme,| Gewichts- 
7 Pe { | ‘labnahme der Verkalkung 
Extrakt tot) ” 
iiberlebenden 
Tiere 
60 —-4 | —2 —3 Maus 1 geringe, 





Maus 2 keine Verk. 
Maus 1—3 keine Verk. 











Maus 1 u. 2 keine Verk. 
Maus 1—6 keine Verk. 





+1 
























Giftgrenzwert: 60 mg Extrakt. 


: 07 oder 1: 3300. 


. 1 
Therapeutischer Index: $00 







Versuch VI,,, Ausgangsmaterial: 200 g Thunfischleberél wiederum 
anderer Provenienz. Unverseifbares: 16°/,. Gesamtcholesteringehalt des 
Leberdls: 1,6 /,. 

Das von der Hauptmenge des Cholesterins befreite Unverseifbare blieb 
im Sommer 5 Tage bei 25° mit Maleinsiureanhydrid in Beriihrung. Bei 
dieser Temperatur treten bereits erhebliche Verluste an Vitamin D ein. 
Parallelversuche ergaben, daB sich Vitamin D aus bestrahltem Ergosterin 
hnlich verhiilt. 
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Der Vitamin A-Gehalt des Ausgangsmaterials betrug 100000 Einheitey 
pro Gramm. 

Nach der Behandlung mit Maleinsiiureanhydrid waren 98°/, des A-Vita. 
mins entfernt. 

Mit Maleinsiiureanhydrid nicht in Reaktion getretener Anteil: 37°, 
des cholesterinarmen Unverseifbaren. 


Priifung des Extraktes auf antirachitische Wirksamkeit vor der Behandlung 
mit Maleinsiiureanhydrid. 














Datum, Prozentsatz der im Prophylaxeversuch geschiitzten Tiere 

AbschluB der | 1409 y Leberdl, 50 y Leberél, | 207 Leberil, 
Priifung 16,46 if Extrakt 7,73 y Extrakt | 3,1 y Extrakt 
26.8. 33 100 89 | 67 





Priifung nach der Behandlung mit Maleinsiureanhydrid. 








Datum, Prozentsatz der im Prophylaxeversuch es Tiere 


AbschluB der | 959 y Leberdl,|100 7 Leberél,| 50 y Leberdl, | 20 y Leberil, 
Priifung 14,257 Extrakt) { 517 Extrakt [2, 85 y Extrakt 1,54 7 Extrakt 


























26.8. 33 100 50 38 | 0 


Antirachitisch wirksame Grenzdosis: etwa 12 y Extrakt. 


ee = Nr. 770 vom 29. 8. 33. 














* Zahl der 
mn . toten Tiere, 
Tages- Befund der Einzelmiiuse | }) Durch- Bemerkungen 
dosis bei Versuchsende schnittliche iiber 
in mg |(Gewichtszu- oder -abnahme,| Gewichts- Petite 
Extrakt tot) abnahme der en 
iiberlebenden 
Tiere 
45,6 —6 | tot am —5,5/—5 1 tot Maus 2 keine, 
10. Tag —5,5 Maus 1 u. 4 geringe, 
| Maus 3 starke Verk. 
34,2 —5 | —3,5 —4,3 Maus 2 keine, 
| Maus 1 geringe Verk. 
22,8 |tot am| —4,5 |/-6 |— 3,5 1 tot Maus 1 keine, 
10. Tag | —4,7 Maus 2,3,4 geringeVerk. 
11,4 —2 | -3 —4 '-0,5 — 2,3 Maus 1—38 keine Verk. 
57 | + —1 {+ |+ —0,25 
15 | + +0,5 |—2 |+2,5 +0,25 

















Giftgrenzwert: 22,8 mg Extrakt. 


. 
Therapeutischer Index: 2800 7 oder 1: 1900. 
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Versuch VI,,,. Ausgangsmaterial: 1,5 kg Thunfischleberél mit be- 
sonders niedrigem Vitamin A-Gehalt (4000 Einheiten pro Gramm). 







Priifung auf antirachitische Wirksamkeit. 











ncaa 














Prozentsatz der im Prophylaxeversuch geschiitzten Tiere 

















Nach Verseifen und iiblicher Verarbeitung wurden 45 g cholesterin- 
armes Konzentrat erhalten, die in dtherischer Lésung 5 Tage bei 20° mit 
Maleinsiureanhydrid in Beriihrung gelassen wurden. Nach der Aufarbeitung 
wurden als neutraler Anteil 68°/, des eingesetzten Konzentrates erhalten. 
Aus diesem Material waren 90°/, des urspriinglich vorhandenen Vitamins A 


Datum, 
AbschluB der ) 

Prifung 1000 y Leberél | 200 y Leberél | 50 y Leberél 
TAL. 38 100 100 | 67 































entfernt. 
Priifung auf antirachitische Wirksamkeit. 
Datum, Prozentsatz der im Prophylaxeversuch geschiitzten Tiere 
AbschluB der | 14990 y Leberdl, | 2007 Leberél, | 507 Leberdl, 
Priifung 20 y Extrakt 4y Extrakt 1 y Extrakt 
23.12. 33 100 | 50 | 0 





Antirachitisch wirksame Grenzdosis: etwa 11 y Extrakt. 


Toxizititspriifung Nr. 780/781 vom 11. 12. 33. 
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Tages- 
dosis 
in mg 

Extrakt 


























a) Zahl der 
a a ‘toten Tiere, 
e a er Kinzelméuse b) Durch- Bemerkungen 
bei Versuchsende schnittliche hie : 
(Gewichtszu- oder -abnahme,| Gewichts- Verkalk 
tot) abnahme der ns 
iiberlebenden 
Tiere 
tot am | —4 | ~~ 1tot |Maus 1 starke, 
10. Tag —4 Maus 2 deutl. Verk. 
—5,5 |-2 | —3,5| —3,5 Maus 2 u. 5 keine, 
—3 — 2,5 — 3,3 Maus 1 u. 3 geringe, 
Maus 4 u. 6 deutl. Verk. 
—5 — 3,5) —6,5 |) —3,5 — 4,6 Maus 2 u. 4 keine, 
Maus 1 geringe, 
Maus 38 deutl. Verk. 
—2 —-2 |}-2 |-2 Maus 1, 4, 6, 7, 8 keine, 
—1,5 | -2,5);-1 | -—0,5 —1,7 Maus 2, 3, 5 ger. Verk. 
+0,5 | —1,5| +0,5| —1,5 —0,5 
—0,5 | -0,5|—-2 | —1,5 —1,1 Maus 8 keine Verk. 


Therapeutischer Index: 































Giftgrenzwert: 13 mg Extrakt (660 mg Leberdl). 
y oder 1: 1200. 












1 
13000 
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Verarbeitung von Heilbuttleberdl. — Versuch VI,,. Ausgangs. 
material: 1075 g Heilbuttleberé]. Vitamin A-Gehalt: 80000 Einheiten pro 
Gramm. Vitamin D-Gehalt: 1000—2000 Ratteneinheiten pro Gramm. 

Die Verarbeitung erfolgte wie bei den Thunfischleberélen mit dem 
Unterschied, da8 das Cholesterin diesmal vollstindig mittels Digitonin 
entfernt wurde. 

Unverseifbares: 16°/,. Cholesteringehalt des Leberdéles: 5°/). 

Das cholesterinfreie Unverseifbare wurde 5 Tage bei 25° mit Malein. 
siiureanhydrid behandelt. Nach dieser Zeit waren 86°/, des eingesetzten 
Konzentrates mit dem Anhydrid in Reaktion getreten. Aus den restlichen 
14°/, waren tiber 97°/, des urspriinglich vorhandenen A-Vitamins entfernt, 


Priifung des nicht mit der Dicarbonylverbindung in Reaktion getretenen Anteils 
auf antirachitische Wirksamkeit. 























D Prozentsatz der im Prophylaxeversuch geschiitzten Tiere 
atum, rey “nina 
AbschluB de 5000 v 1000 v 500 v 50 
Pritfune | _Leberdl, Leberil, Leberdl, Lahastl, 
8 | 737 Extrakt | 14,6 y Extrakt| 7,3 7 Extrakt |0,73 y Extrakt 
- ES =~ — 
26.8. 33 90 90 | 33 0 











Antirachitisch wirksame Grenzdosis: etwa 15 y Extrakt. 


Toxizititspriifung Nr. 769 vom 29. 8. 33. 






































a) Zahl der 
; a toten Tiere, 
Tages- Befund der Einzelmiuse | }) Durch- Bemerkungen 
dosis bei Versuchsende sehnittliche Sher 
i i - oder -abnahme Gewichts- 
in mg |(Gewichtszu- oder -a 1 Besse At Verkalkung 
Extrakt tot) = 
iiberlebenden 
Tiere 
73 —5 /|tot am|—4 j|tot am 2 tot Maus 1 u. 3 geringe, 
11. Tag 4. Tag — 4,5 Maus 2 u. 4 keine Verk. 
43,8 |—-4,5 | —2,5 — 3,5 Maus 1 u. 2 geringe Verk. 
29,2 |-3,5 | —2,5 |—-2,5| —4 —3,1 Maus 1 u. 8 keine, 
| Maus 2 u. 4 ger. Verk. 
14,6 | +1 —1,5 |}—1,5) —2 —1 Maus 4 geringe Verk. 
7,3 |-0,5 | -—2 -3 | —0,5 —1,5 Maus 8 geringe Verk. 
1,46 |} —2,5 | —1 —2,5) 4 —1,5 Maus 1 u. 8 keine Verk. 








Giftgrenzwert: 29,2 mg Extrakt (2 g Leberdl). 
15 
i $ it : 
Therapeutischer Index 30900 7 oder 1: 2000 
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